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Enzyme und Salzionen. 


II. Saccharase calcium-, magnesium- und phosphathungrigen 
Penicilliums. *) 


Von 
G. v. Doby und Ella Fehér. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Mit der Unterstiitzung des Ungarischen Naturwissenschaftlichen 
Landesfonds.) 


(Aus dem Agrikulturchemischen Universititsinstitut Budapest, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Februar 1951.) 


Vor kurzem berichteten v. Doby und Kertész iiber die 
Saccharase von kalihungrigem Penicillium glaucum Link.!) Aus 
ihren Ergebnissen ging hervor, daB ein Kalimangel die absolute 
Menge der Pilztrockensubstanz betrichtlich vermindere, daB der 
Verlauf der Reaktionskonstante verindert werde und daB das 
p, Optimum des Enzyms keine Verinderung erleide; besonders 
auffallend war der EinfluB der Konzentration des Nabrungsrohr- 
zuckers, indem eine Erhéhung derselben eine Verminderung der 
Invertasenkonzentration zur Folge hatte, wogegen bei Vollernih- 
rung”) gerade das entgegengesetzte Verhiiltnis herrschte. Dies 
stimmte — bei kleinen Nahrungszuckerkonzentrationen — mit 
den Verhiltnissen kalihungernder Zuckerriiben nach Doby und 
Hibbards Feststellungen iiberein.’) Endlich konnte bei Peni- 
cilliumsaccharase weder durch Salzaktivierung, noch durch Auto- 
lyse eine nennenswerte Steigerung der Enzymwirkung erreicht 
werden, wogegen dies bei Doby und Hibbards Zuckerriiben 
der Fall war, 


Das iiltere Schrifttum itiber die Wirkung der Ernihrungsweise auf die 
Entwicklung des Pilzes ist aus den Handbiichern‘) bekannt. Wir méchten 
*) Die in dieser Abhandlung besprochenen Versuche waren schon An- 
fang 1929 beendet, konnten aber infolge Hinderung erst jetzt veréffentlicht 
werden. 
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hier nur einige, fiir unsere Versuche wichtige Ergebnisse erwihnen. — Cal- 
cium soll nach den Feststellungen verschiedener Forscher*) entbehrlich sein, 
nicht nur fiir Pilze, sondern auch fiir Hefe, bei letzterer sogar auch Magne- 
sium.) Dagegen fand Loew’), daB das Kalkbediirfnis bei Algen und Pilzen 
je nach der Art verschieden weehselt. Fiir Penicillium soll es nach Coupin§) 
eigentiimlich sein, daB Calcium nicht entbehrlich ist. — Ein Mangel von 
Magnesium wird gar nicht vertragen, wie dies auch Loew bei Mikroorga. 
nismen allgemein feststellte. 

Uber die Wirkung der Ionennahrung auf den Enzymgehalt ist wenig 
bekannt. Nachdem niimlich die Substrate der Enzyme organische Verbin- 


dungen sind, untersuchte man — besonders unter der Wirkung des Emil 
Fiseherschen Vergleichs vom SchloB und Schliissel — hauptsichlich den 


Kinflu8 der Ernihrung mit verschiedenen organischen Verbindungen. Zur 
mindereren Beachtung der Erforschung des Einflusses anorganischer Niihr- 
stoffe auf die Bildung von Enzymen trugen besonders die in dieser Richtung 
veriffentlichten exakten Ergebnisse der Eulerschen Schule bei, die in einigen 
Fiillen tatsiichlich keinen nennenswerten Einflufi verzeichneten. So fanden 
Euler und Kullberg’) bei mit Alkaliphosphaten vorbehandelter Hefe bloB 
einen geringen férdernden EinfluB auf die Saccharase.’®) Spiiter fiihrte 
Sjéiberg") einige Versuche mit Algen iiber den EinfluB wechselnder Er- 
nihrung auf die Bildung der Amylase aus und konnte keinen EinfluB von 
Kalium, Ammonium oder Phosphat beobachten. Indessen erwiihnt schon 
Sjéberg'*) Versuche von Euler und af Ugglas'"), in welchen diese 
Forscher in gekeimter Gerste, infolge einer Behandlung mit 0,1 n-Na,HPO,, 
eine Verstiirkung der Amylasewirkung auf das 2,3 fache verzeichnen konnten. — 
Kine weitere Untersuchung erfuhr dann dieses Problem durch die schon er- 
wiihnten Versuche Doby und Hibbards tiber die Saccharase und Amylase 
kalihungriger Zuckerriiben. Gleichzeitig erschienen noch zwei andere Arbeiten 
iiber diesen Gegenstand, und zwar berichtete T. W. Crist) iiber den 
gréBeren Katalasegehalt von Salatpflanzen, welche in kaliarmem Boden ge- 
zuchtet waren, wihrend D.'T. Englis und H. A. Lunt) in Blittern der 
in GefiBversuchen geziichteten Brunnenkresse bei sandigem Boden weniger 
Diastase, bei Torf jedoch mehr Diastase fanden, wenn sie mit Kaliumchlorid 
diingten. Sodann erschien die oben erwiihnte Arbeit von Doby und Ker- 
tész — als Fortsetzung der Versuche von Doby und Hibbard — iiber 
die Saccharase kalihungrigen Penicilliums und weiter die Abhandlung von 
Euler und Erikson'’), in welcher sie iiber mehrere Enzyimreaktionen eincr 
mit Ferrosulfat vorbehandelten Hefe berichten; sie konnten neben einer er- 
hébten Menge des Gesamt- und Ringstickstofis keine Wirkung auf die Giir- 
kraft, aber ein vermindertes Methylenblauentfiirbungsvermégen, sowie einen 
geringeren Sauerstoffverbrauch verzeichnen. Englis und Gerber'’) be- 
stimmten die Menge der Diastase von Sojabohnen, welche sie in GefiBen 
mit verschieden groBen Gaben von sauren Phosphaten zogen und konnten 
wohl in der Menge der Trockensubstanz und des aufgenommenen Phosphats, 
nicht aber in jener der Diastase einen Unterschied finden. Steigerten sie 
jedoch erheblich die Phosphatgaben, so verminderte sich die Menge der 
Diastase. C. E. Hartt's) befaBte sich mit den Symptomen von bei Kali- 
mangel gezogenem Zuckerrohr und beobachtete unter anderem folgendes: 
Die Menge der Saccharase in den Blittern, sowie der Peptase war ver- 
mindert, dagegen war mehr Diastase und Katalase vorhanden, wihrend die 
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Ereptase und in einigen Teilen auch die Invertase keinen Unterschied auf- 
wiesen. Endlich erwihnen J. Wlodek und K.Strzemienski") unter den 
Symptomen des Kalimangels der Kartoffel eine stirkere Tyrosinasereaktion. 
In allerletzter Zeit vermehrten sich demnach die Beobachtungen, nach welchen 
die anorganische Erniihrung, wenigstens auf die Bildung gewisser Enzyme 
in einer Reihe von Pflanzen einen entscheidenden EinfluB ausiibe. 

Mit der Einwirkung verschicdener Ionen in- und auBerhalb der Zelle 
auf Enzyme befaBte sich schon seit lingerer Zeit eine Reihe von Forschern*, 
auBer denen wir hier nur einige der letzten Zeit erwiihnen. Uber die Wir- 
kung der Salze in der lebenden Zelle sind Iljins*!) Versuche von besonderer 
Wichtigkeit; es gelang ihm die Bildung bzw. das Verschwinden der Stiirke 
in den SchlieBzellen von Blittern durch Salze ionenantagonistisch zu_be- 
einflussen. Diese Befunde hatten dann eine Reihe von Arbeiten anderer 
Pflanzenphysiologen zur Folge’), unter denen neuestens E. Steinhoff*’) 
den durch verschiedene Salze bewirkten Stiirkeabbau mittels der Jodprobe 
untersuchte. — Uber die Beeinflussung von Enzymen durch Salze auBerhalb 
der Zelle ist eine grobe Zahl von Arbeiten bekannt*'), unter denen die 
Arbeiten der Eulerschen Schule in den letzten Jahren von grundlegender 
Wichtigkeit sind. Fiir das Problem, dessen einen Teil wir in unserer 
vorliegenden Veréffentlichung bearbciteten, ist besonders Myrbiicks Ab- 
handlung?’) tiber die Verbindungen der gereinigten Hefesaccharase wit 
inaktivierenden Stoffen wichtig, worin er, sowie in vorhergehenden Veréffent 
lichungen Kuler und Mitarbeiter Schliisse auf die aktiven Gruppen der 
Saccharase und auf ihre Wirkungsweise ziehen. Schiirmeyer?®’) und 
Hoéber?*’) untersuchten Saecharase ohne und im Beisein yon EiweiB und 
Lecithin und fanden nur in letzterem Falle eine Wirkung der Salze; dabei 
zeigte sich auf der sauren Seite der p,;-Kurve iiberhaupt kein EinfluB. 
K. Canals und P. Gombert?*’) konnten bei mit Alkohol niedergeschlagener 
Saccharase eine Aktivierung durch Magnesium nachweisen. Charmandarjan 
und Tjutjunikowa™) fanden bei einer Reihe von Salzen Wirkungen auf 
Malzkatalase, welche sie einesteils mit einer Autfassung des Evzyms als 
Kolloids, andernteils als Ampholyts zu erkliren meinen. — Im Zusammen- 
hange mit der Wirkung der Salze finden wir eine Reihe fritherer Angaben 
iiber den EinfluB’ von Dialyse, sowie auch iiber die Autolyse von saccharase- 
haltigen Zellen oder Priparaten*’); von neueren Angaben sei zu erwiihnen, 
daB Kuler, Josephson und Séderling®!) die Saccharase des Penicilliums 
durch Autolyse nicht befreien konnten. Murray) gelang es die Wirkung 
einer durch Nak inaktivierten Pankreaslipase mittels Dialyse wieder her- 
zustellen. ITwanow und Kudrjawzewa*’) konnten bei Aspergillus niger 
kein Diffundieren der Saccharase nachweisen, was unsere friiheren Versuche") 
bei Penicillium bestiitigten. Dagegen wiesen Kostytschew und Klupt*) 
ein Diffundieren von Hefensaccharase durch Kollodiumsiickchen nach. Zu 
der Kliirung dieser Verhiiltnisse lieferten J. M. Nelson und A. Palmer®) 
einen Beitrag, indem sie nachwiesen, daB von einer autolysierten und durch 
Alkohol niedergeschiagenen Hefensaccharase’ bei 6,7 pyr viel mehr diffun- 
diert, als bei 4,6. — Im Zusammenhang mit der Erklirung der oben- 
erwihnten Ionenwirkungen sind dann noch besonders die Arbeiten yon 
Neuschloss*’), sowie von Embden und Mitarbeitern**) zu nennen, welche 
ein Licht auf den Parallelismus zwischen der Ionenwirkung auf Kolloide, 
bzw. Enzyme einesteils und auf den ganzen Organismus anderenteils werfen. 

7* 
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Es war nun in ernihrungsphysiologischer Hinsicht — nach 
den eindeutigen Ergebnissen Doby und Hibbards, sowie Doby 
und Kertész’ — von groBem Interesse, wie sich die Penicillium- 
saccharase bei einem Calcium-, Magnesium- und Phosphatmangel 
verhalten wiirde, woraus dann auch ein Fingerzeig fir die Ver- 
hiltnisse der Kulturpflanzen erhalten werden kénnte. In folgendem 
berichten wir iiber die Ergebnisse unserer diesbeziiglichen Versuche, 
welche in den wichtigsten Punkten die Richtlinien der Abhand- 
lungen von Doby und Kertész verfolgen. 

KinfluB der Ernahrung auf die Entwicklung des 
Pilzes. Die Menge der absoluten Trockensubstanz, sowie des pro- 
zentuellen Gehaltes derselben hiingt natiirlich von der Wichtigkeit 
des Nahrungsiones ab, ist aber, wie wir ersehen werden, in einem 
Parallelismus mit der Enzymwirkung. Fig. 1 zeigt uns, daB die 
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Fig. 1. Erntetrockensubstanz. 


Erntetrockensubstanz bei voller Ernihrung oder bei einem Kal- 
zium- und nicht zu starkem Phosphatmangel schon infolge eines 
Nahrungsrohrzuckergehaltes von 10—15°/, ihre obere Grenze er- 
reicht, wihrend die Menge der Trockensubstanz im Magnesium- 
und starkem Phosphathunger bei 20°/, Nahrungszucker noch ge- 
radlinig stetig anwachst. Im Einklang damit ist auch ersichtlich, 


daB die calciumfreie oder mibig phosphatarme Ernihrungsweise 
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den 'l'rockensubstanzgehalt verhiltnismibig nur wenig herabdriickt, 
dagegen wird derselbe durch Magnesium- oder starken Phosphat- 
mangel erheblich geschadigt; bei giinzlichem Fehlen von Phos- 
phat war tberhaupt keine Pilzernte zu erzielen (vgl. Tab. 1). 
Aus den diesbeziiglichen Angaben lieB sich die Menge Ernte- 
substanz in Milligrammen berechnen (vgl. Tab. 2), welche bei ver- 
schiedener Ernaihrung von je 1 g Nahrungsrohrzucker entstanden 
ist. Diese Zahl ist bei voller oder kalziumfreier EKrnihrung um 
so kleiner, je gréBer der Zuckergehalt der Niahrlésung ist; der 
Nahrungszucker wird also um so schlechter ausgeniitzt, je mehr 
davon vorhanden ist. Besonders plotzlich zeigt sich der Abfall 
bei dem Anstieg des Nahrungszuckergehaltes auf etwa 10°/,.. Da- 
gegen strebt die Ausniitzungszahl bei magnesiumfreier oder phos- 
phatarmer Kost einer Konstanten zu; dabei ist es aber auffallend, 
daB sich die Ausniitzung des Nahrungszuckers bei Magnesium- 
mangel gerade entgegengesetzt zeigt, ..0% 
als bei allen andern Ernahrungsarten, 





indem gerade die geringen Zucker- . 
mengen am schlechtesten ausgeniitzt ‘%¢} fl 
werden. / | 
44 | 
Versuche Y 
mit der Penicilliumsaccharase. 42 ‘ \ 
Die Bestimmungen wurden durch die 
re . & ° oa } ad ’ 
Wirkung auf eine 5°/,ige Rohrzuckerlésung °° 
polarimetrisch ganz iihnlich ausgefiihrt, wie ba 
; r 


in den erwihnten Versuchen von Doby und 
Kertész und die Enzymkonzentration in ,. 
lf (,Inversionsfahigkeit“ nach v. Euler) 
ausgedriickt. 28 
p,,-Optimum des Enzyms. Wie | 
Tab. 3 zeigt, verbleibt das p,,-Optimum | 
beim Kntziehen der verschiedensten _,, | 
Nahrungsionen unveriindert bei 4,5, 
wie in den Versuchen von Doby und °* | 
Kertész so bei kaliumfreier, als 











bei voller Erniihrung, welch letzteres | wy \ 

iibrigens auch wir za bestiitigen ver- 8} ' * 
mochten. Dagegen ist der absteigende | 

Ast der p,,-Kurve (vgl. Fig 2) bei 7 

calciumfreier Ernihrung verschieden + 

von der der phosphatarmen oder $5. 00 9S 50 3s pn 


magnesiummangelnden. Fig. 2. p,-Optima. (Tab. 3). 
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Verlauf der k-Kurve. Wihrend Doby und Kertész den 
Verlauf dieser Kurve ziemlich verschieden fanden, je nachdem die 
Ernihrung voll oder kalimangelnd war, konnten wir in unseren 
Versuchen einen vollig parallelen Verlauf der Kurven feststellen, 
einerlei, ob die Ernihrung voll oder an einem Ion mangelnd war 
(vel. Tab. 4). Die Kurven zeigten unter den verschiedensten Ver- 
hiltnissen einen miBig absteigenden Charakter. 

Verhalten der Saccharase bei Jonenhunger und bei 
verschiedener Konzentration des Nahrungszuckers. Die 
Konzentration der Saccharase gestaltete sich ganz verschieden im 
Zusammenhange mit der Nahrungszuckerkonzentration gemiB der 
Jonenernihrung. Dies erhellt aus nebenstehender Fig. 3 und den 
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Fig. 5. Saccharase bei verschiedener Ernihrung, 


Angaben der Tab. 5. Zur bequemeren Ubersicht wurde in die 
Figur auch die Saccharasekurve kalihungrigen Penicilliums nach 
Doby und Kertész aufgenommen. Es ergibt sich aus diesen 
Kurven, daB das Fehlen von Kalk oder gelinder Mangel an Phos- 
phat (0,005°/, KH,PO, in der Nihriésung) die Konzentration 
der Saccharase kaum merklich beeinflussen, weshalb dann diese 
Kurven bei steigender Nahrungszuckerkonzentration ganz fahnlich 
ansteigen, wie die Saccharase des vollernihrten Pilzes. Dagegen 
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verhalt sich die Saccharase entgegengesetzt, aber in den folgenden 
Fallen immer gleichartig, wenn niimlich der Pilz ohne Kalium 
oder Magnesium oder bei starkem Mangel an Phosphat (0,001°/, 
KH,PO, in der Nahrlésung) kultiviert wird, da die Konzentration 
derselben in jedem dieser Fille umgekehrt proportional der 
Nahrungszuckerkonzentration ist. 

Es entstand nun der logische Gedanke in Anbetracht dieser 
umgekehrten Proportionalitat irgend eine Konstante zu finden. 
Diese ergab sich aus der Beobachtung, daB der Ernteertrag des 
Pilzes bei wiederholten Parallelversuchen oft stark sank, wobei 
dann gleichzeitig die Saccharasekonzentration anstieg. Multiplizierte 
man nun in jedem Versuch von gleicher Ernihrungsart das /f mit 
der Trockensubstanz der ganzen Kultur, so erhielt man eine Kon- 
stante, die mit 4“ (Enzymertrag) bezeichnet wurde.*) Diese 
#-Mengen sind in Fig. 4 graphisch dargestellt (vgl. Tab. 6, 7, 8). 
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Fig 4. Enzymertrag (2 = If x Trockensubstanz). 

EKinwirkung einiger Salze auf die undialysierte Sac- 
charase. Nachdem die Salzaktivierung der Zuckerriibensaccharase 
in Doby und Hibbards Versuchen sehr stark zu beobachten 
war, bei Penicilliumsaccharase dagegen nach Doby und Kertész 
garnicht wahrgenommen werden konnte, unternahmen wir in dieser 
Richtung eingehendere Untersuchungen. Vor allem zeigte es 
sich, daB das p,-Optimum im Beisein verschiedener Alkali- und 
Kalksalze unbeeinfluBt blieb, und zwar so bei voller, wie bei kalk- 
freier Ernihrung des Pilzes. Nur Natriumsulfat driickte das Op- 
timum ganz unerheblich (von 4,5 auf 4,3) herab. — Die Salz- 
aktivierungsversuche wurden dann jeweilig beim p,,-Optimum und 
bei, von 0V,001 bis 1,0 molarer Salzkonzentration ausgefiihrt, 


——— 


*) Der Gedanke war in Gemeinschaft mit Herrn Z. J. Kertész entwickelt. 
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und zwar mit Saccharase des voll, kalkfrei und phosphatarm und 
mit 20°/,iger Zuckerlésung ernihrten Pilzes. Die Ergebnisse 
(vgl. Tab. 9) zeigen seltener eine geringfiigige Aktivierung oder 
Wirkungslosigkeit, meistens aber eine schwache Schiadigung und 
zwar gemiiB der nachstehenden Zusammenstellung in abnehmender 
Reihenfolge: 





Absteigende Schiidigungsreihe der Ionen 
(die unterstrichenen verstirken) 


Ernihrung 





Voll J >Br>F>Cli> NO, > SO, = PO, 
Mg >Ca>H,N>Na 
Ca-frei SO, > Cl > NO, 
Ca > Na 
Stark PO,-arm J >F> Br > NO, > SO, > Cl > PO, 





Mg >Ca>H,N>Na>K 


Man sieht, daB die Reihenfolge der Jonen, mit geringen Ab- 
weichungen, dieselbe ist bei verschiedener Ernahrung. Dennoch 
fallt ein Unterschied insofern auf, daB Ca nur bei kalkfreier Er- 
nihrung verstiirkt, wihrend es sonst iiberall schwiicht und ebenso 
Phosphat bei phosphatarmer Erniihrung verstirkt, waihrend hier 
alle anderen Ionen schwiichen. 

Im allgemeinen steigt die schiidigende Wirkung mit der Salz- 
konzentration so, daB molare Konzentrationen durchweg schidigen. 

Einwirkung der Salze auf dialysierte Saccharase. 
Ks war vorauszusetzen, dab dialysiertes Enzym aktiviert werden 
kénne, wie ja tiber solche Versuche eine Reihe von Angaben im 
Schrifttum verzeichnet ist. Die Versuche fiihrten wir nur mit 
der Suspension vollernahrten Pilzes aus. 

Das p,,-Optimum wurde durch 5 Tage dauernde Dialyse 
ausnahmslos etwas gegen die saure Seite verschoben (von 4,5 zu 
4,3), und zwar so in Abwesenheit, wie im Vorhandensein von 
Salzen (0,01 m). Eine 3tigige Dialyse verstairkte die Enzym- 
wirkung mit etwa einem Drittel, nach 5 und mehr Tagen wurde 
sie aber geschwicht, wie aus nachstehender Zusammenstellung 
ersichtlich: 

Wirkung der Dialyse auf die Penicilliumsaccharase: 

Dauer der Dialyse (Tage) — 3 5 8 16 

is «ec «we « oe 129 72 38 39 








a 
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In der AuBenfliissigkeit konnte kein hinausdiffundiertes Enzym nach- 
gewiesen werden. 

Von Ionen aktivierten nach 38 tigiger Dialyse 0,001 bis 
0,02 Mol. Chlorid, Nitrat und Sulfat und zwar Nitrat bis zu 170°/, 
der undialysierten Invertase. Nach 8 tigiger Dialyse schidigten 
alle Salze. Die absteigende Reihenfolge der schiidigenden Ionen 
(baw. die ansteigende Reihenfolge der aktivierenden) bei 0,01 m 
Konzentration war folgende: 





Dauer der Dialyse | Absteigende Schadigungsreihe der Ionen 
(Tage) (die unterstrichenen verstirken) 


3 Cl > SO, > NO, 


Ca > Mg > Na 


8 Br > J > NO, > SO, > Cl 
Mg >Ca>K> Na 





Die Reihenfolge ist im Vergleich mit der undialysierten 
Enzymsuspension bei den Kationen beiliufig dieselbe, bei den 
Anionen aber verschieden. Ein Salzgemisch, zusammengestellt 
gemiB der Zusammensetzung der Pilzasche, hatte keine Wirkung. 

Autolyse der Pilzsaccharase. Diese wurde schon von 
v. Euler, Josephson und Séderling und dann von Doby und 
Kertész versucht, ohne jedoch irgend ein giinstiges Ergebnis 
erzielen zukénnen. Nachdem unter anderen besonders Willstitter 
die Hefeinvertase durch Autolyse bei verschiedener Verdiinnung 
erheblich verstirken vermochte, unternahmen wir die Wiederholung 
der autolytischen Versuche in der Weise, daB wir die Pilzsuspension 
in zweilerlei Verdiinnungen der Autolyse aussetzten, und zwar 1:4 
und 1:8 verdiinnt. In letzterer Verdiinnung konnte nach zwei, 
vier und acht Tagen eine zwar geringe, aber doch ganz deutliche 
Krhéhung der Enzymwirkung nachgewiesen werden (vgl. Tab. 10). 
Dieselbe zeigte sich auch in stark phosphathungriger Suspension, 
aber in etwas geringerem Mabe. Versuchte man nun Na,HPO, 
in 0,1 bzw. 0,01 m Kouzentration mitwirken zu lassen, so konnte 
keine giinstigere Wirkung erzielt werden, héchstens war bei 
Phosphatmangel das Abflauen der Aktivitiit etwas hintenangehalten. 


Besprechung der Befunde. 


Unsere Ergebnisse erweiterten die Angaben iiber die Beein- 
flussung des Wachstums und der Saccharase durch die lonen- 
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ernihrungsweise von Penicillium. Wir konnten nachweisen, dag 
die Symptome an Saccharase, welche der Kalimangel in den Ver- 
suchen von Doby und Kertész verursachte, auch durch andere 
solche Ionen hervorgerufen werden, deren Fehlen, bzw. jeweiliger 
Konzentrationsmangel auch in der allgemeinen Entwicklung des 
Organismus tiefgreifende Schidigungen zur Folge haben. Es be- 
steht also ein unmittelbar wahrnehmbarer Parallelismus zwischen 
der Bildung und gewissen Eigenschaiten der Saccharase einerseits 
und der Entwicklung des ganzen Organismus andererseits. Dieser 
Befund deckt sich mit den vor Jahren an Hefeinvertin gewonnenen 
Erfahrungen v. Eulers, daB die Saccharase durch dieselben 
Kaktoren gefordert wird, wie die Neubildung des Protoplasmas.**) 
So hindert das Fehlen von Calcium nicht die Entwicklung des 
Pilzes, héchstens wird diese etwas schwiicher.*) Ganz parallel 
damit sehen wir auch die Konzentration der Saccharase sich der 
Konzentrationsinderung des Nahrungszuckers gegeniiber ganz in 
der Weise zu verhalten, als ob der Pilz volle Ernahrung erfahren 
hiitte. Die Entbehrlichkeit des Calciums gilt dem ganzen Orga- 
nismus und dem Enzym gleicherweise. Aber noch weiter: Ist 
ein Ion unentbehrlich fiir die Entwicklung des ganzen Organismus, 
so ist es nicht nur ebenfalls so fiir die Wirkung der Saccharase, 
sondern die Unentbehrlichkeit gelangt gerade so zum Ausdruck 
in der Wirkungsweise der Saccharase, indem dieselbe sich so- 
lange als ,,Hungersaccharase“ verhilt, solange die Konzentration 
des Ions fiir die normale Entwicklung des Pilzes ungeniigend 
ist; steigt aber die Konzentration des Ions bis zum geniigenden 
Ausmab, so iindert die Saccharasenkurve ihre Gestalt zu jener 
einer ,,Normalsaccharase* um, wie dies bei dem Vergleich der 
Wirkung der Ernihrung mit 0,005 bzw. 0,001°/, KH,PO, zum 
Ausdruck kommt (vgl. Fig. 3). — Besonders wertvoll zur Charakte- 
ristik dieser Zusammenhiinge sind die Werte E (Enzymertrag), 
welche man unmittelbar als Hungerzahlen beniitzen vermag, da 
dieselben mit dem Hungerzustand proportional sind. Dies erhellt 
besonders klar aus den Angaben (Tab. 8), welche wir beim Variieren 
der Magnesium- bzw. Phosphatgaben erhielten. Man kann also sagen: 


*) Dieser Befund ist mit der Meinung Coupins®’) daB Calcium zu 
der Entwicklung des Penicilliums unentbebrlich sei, héchstens auf die Weise 
in Einklang zu bringen, daB von Calcium bloB Spuren geniigen, um die 
Entwicklung des Organismus, sowie die normale Wirkung der Saccbarase 
zu sichern; jedenfalls haben wir es hier mit einem tiefgreifenden Unter- 
schied im Vergleich mit héheren Pflanzen zu tun. 
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E verhilt sich steigend gemiB der Nahrungszucker- 
konzentration. 

E£ wird um so kleiner, je mehr der Pilz ein Ion ent- 
behrt. 

Die Erklarung fiir den entgegengesetzten Ablauf der Kurven 
von ,,Hungersaccharase“, bzw. ,.Normalsaccharase“, welche Doby 
und Kertész in ihrer Abhandlung fiir die Kalikurven gaben, be- 
steht in vollem Umfang auch auf diese Kurven, wurde also durch 
unsere Versuche noch erweitert, da es sich herausstellte, daB sich 
Kalium und Magnesium einerseits und Calcium andererseits auch 
ionenantagonistisch erwiesen. Es ist daher ersichtlich, dab die 
Konzentrationskurve (Jf) der Saccharase mit steigender 
Konzentration des Nahrungszuckers ansteigt, sobald kein 
fiir die Entwicklung nennenswerter Mangel in der Ionen- 
ernihrung obwaltet; dasergibteine,,Normalsaccharasen- 
kurve’. Im entgegengesetzten Fall gestaltet sich die 
Kurve absteigend und ergibt eine ,, Hungersaccharasen- 
kurve‘’. Dies stellt dann weiter einen neueren Beitrag zu der 
Auffassung, daB der bei der Ernihrung der lebenden Wesen be- 
kannte Ionenantagonismus, wenigstens gréBtenteils, eigentlich im 
Wege von Enzymen zum Ausdruck gelangt. 

Angesichts unserer Ergebnisse muB aber die Auffassung 
Oppenheimers*) einer Revision unterzogen werden, wonach 
die Zelle im allgemeinen jeden Nahrungswechsel durch Produk- 
tion aller ihr eigentiimlichen Fermente beantworten soll, so dab 
man ganz im allgemeinen eine Krhéhung der Fermentbildung 
als eine Folge reichlicher Ernihrung ansehen kann. Ks 
zeigte sich, daB dies nicht nur nicht verallgemeinert werden kann, 
da sich die Wirkung eines Mangels in der Jonenerniihrung ganz 
anders kundgibt, sondern daB es im Gegenteil eher eine Hunger- 
erscheinung darstellt, wie es schon Willstitter, Lowry und 
Schneider*!) aus ihren Befunden folgerten, wenn niimlich eine 
Enzymbildung ungewohnlich erhoht erscheint. Aber die Verhiiltnisse 
zeigen sich, eben infolge unserer Ergebnisse, viel verwickelter, als 
daB in diesen Beziehungen einfache Verallgemeinerungen zulissig 
waren, was auch durch unsere weiteren, eben jetzt im Gange 
betindlichen Versuche tiber den EinfluB der Stickstoffnahrung be- 
stitigt wird. 

Der Erklarung harrt dann aber noch immer der Umstand, 
daB die Saccharasenkonzentration bei kleiner Nahrungszucker- 
konzentration abnorm hoch ist, was seit dem ersten Befunde 
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Dobys und Hibbards — wie wir sahen — nun von immer 
mehr Seiten bestatigt wird. Doby und Hibbard versuchten dies 
mit einem Antagonismus des Kaliums zu der Saccharase zu er- 
klaren, was man nun auch auf das Magnesium und Phosphat 
ausdehnen miiBte. Dies erscheint uns etwas bedenklich und 
dabei eigentlich bloB ein Name ohne eine wahre Erklarung zu 
sein. Man kénnte auch sagen, die hohe Enzymkonzentration im 
Ionenhunger sei eine ,,Reizwirkung“, wie etwa die gesteigerte 
Pepsinsekretion bei Hunger, aber letzten Endes ist dies auch nur 
eine Benennung. 

Besonders bezeichnend kann der Befund iiber die Konstanz 
des p,,-Optimums angesehen werden, woriiber wir in diesen 
und Doby und Kertészschen Versuchen iiber eine Reihe An- 
gaben verfiigen. 

Unsere Befunde iiber das Verhalten der Saccharase 
bei Kinwirkung von Salzen zeigte Ionenreihen, die bei 
Kationen von der Wertigkeit abhingen, demnach durch eine 
durch Ionenadsorption verursachte Anderung des Dispersitatsgrades 
zu erkliren wiiren. Immerhin sind die Unterschiede sehr gering, 
Dabei ist die aktivierende, wahrend aber sonst iiberall schadigende 
Wirkung des Calciumions bei kalkfreier Ernihrung auftallend. — 
Die Anionenreihe hat dagegen mit der Wertigkeit nichts zu tun, 
denn Sulfat und Phosphat férdern bei Vollernibrung, letzteres 
auch bei starkem Phosphathunger, wobei alle anderen Anionen 
schiidigen. Die Wirkungen der Anionen kénnen daher nicht als 
den Dispersitiitsgrad beeinflussend aufgefaBt werden. — Die ver- 
schiedenen Salze hatten eine etwas abweichende Wirkung auf den 


Verlauf der p,-Kurven, aber diese Versuche miissen noch aut 


ein breiteres p,,-Intervall ausgedehnt werden. 

Die Férderung der Saccharasewirkung durch eine dreitigige 
Dialyse ist zweifellos infolge eines Entfernen von schiadlichen 
anorganischen Verbindungen verursacht, wie es z. B. Murray bei 
Pankreaslipase nachwies*’). Die hiernach mégliche Aktivierung 
durch einige Anionen kénnte als eine Salzbildung mit der basische 
Gruppe des Enzyms aufgefaBt werden, wodurch dann ein, dem 
urspriinglichen KEnzym ihnlicher Komplex gebildet wiirde. - 
Die Schiidigung durch eine linger als drei Tage dauernde Dialyse 
und dann noch zugegebene Salze, sowie alle vorerwihnten Beob- 
achtungen sind mit der Auffassung eines Enzymsystems nach 
v. Kuler im Einklang. Es zeigte sich, daB das normale Enzym- 
system der Penicilliumsaccharase nur bei ausgeglichener lonen- 
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nahrung entstehen kann, wobei ein Fehlen von Kalzium oder 
ein geringer Mangel an Phosphat das biochemische Ionengleich- 
gewicht nicht zu stéren vermag. 

Die Autolyse konnten wir bei entsprechender Verdiinnung 
wirksam gestalten, aber die Verstiirkung war sehr gering, Peni- 
cillium besitzt also bloB minimale Mengen auf solche Weise ver- 
ankerter Saccharase, welche durch autolytische Enzyme freigemacht 
werden kann. Ionenernihrung aindert nichts an dieser Tatsache. 
Wir werden aber trachten diese Versuche bei verschiedenen Wiirme- 
graden und Wasserstoffionenkonzentrationen zu wiederholen. 


Versuchsanordnung. 


Diese war vollig aihnlich jener, die Doby und Kertész benutzten. 
Die Zusammensetzuny der Kulturfliissigkeit war folgende: 


Dik ee ee ee ee ke Sa 
Pe 2 oe eo we ee SRS 
MgsO,-7H,O ........ . 0,03 %, 
0 SS a ae ee lk A 
NG > c- ol. ge me wt wae a OS, 
Me we te ORY, 


Beim Wechsel der einzelnen Tonen waren statt CaCl, MgCl,, statt 
MgSO, CaSO,, statt KH,PO, ein molekulares Gemisch yon K,SO, und 
KHSO, in fiquivalenten Mengen angewendet. 

Alle Kulturen wurden am fiinften Tage verarbeitet und ein besonderes 
Augenmerk darauf gerichtet, daB nur villig sporenfreie Kulturen verarbeitet 
werden. Die Trockensubstanzbestimmungen nahm man bei 100° vor. 

Die Zusammensetzung der Hydrolysenfliissigkeit war folgende: 


10 cem Pilzsuspension, 

25 ,, 8°/,ige Rohrzuckerlésung, 
5 , O-2n Acetatpuffer, 
1 ,, Toluol. 


Hydrolysentemperatur bei 38° Nach Klirung mit Bleiacetat und Sodalésung 
polarisierte man im 8 cem fassenden 10 em-Rohr. Die Berechnung der 
Reaktionskonstante k, sowie von Jf geschah in der bei Doby und Kertész 
angegebenen Weise, und zwar wo nicht anders angegeben, auf Grund der 
Drehung in der 120sten Minute. — Als Dialysiermembram beniitzten wir 
Kollodiumsickchen nach Michaelis**) bei 38°. Auch die Autolyse wurde 
in der Weise ausgefiihrt, wie bei Doby und Kertész, blob die Pilzsuspension 
verdiinnten wir auf 1:4, bzw. 1:8. 


Zusammenfassung. 


1. Die Erntetrockensubstanz von Penicillium wird durch das 
Fehlen von Magnesium in iihnlichem MaBe herabgedriickt, wie 
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bei Kalimangel. Ohne Phosphat gedeihen die Kulturen iiberhaupt 
nicht; starker Phosphatmangel wirkt iihnlich wie Magnesiummangel, 
miBiger schiidigt wenig. Das Fehlen von Calcium hat bloB einen 
ganz geringen schiidigenden KinfluB. Diese Wirkungen kommen 
besonders klar bei der Menge Trockensubstanz zum Ausdruck, 
welche durch je ein Gramm Nahrungszucker entsteht (Tab. 2). 

2. Der Verlauf der Reaktionskonstantenkurve der Saccharase 
ist im Calcium-, Magnesium- und Phosphathunger ihnlich jenem 
bei Vollernihrung. 

3. Das p,,-Optimum der Saccharase bleibt unter den ver- 
schiedensten Verhiltnissen unveriindert, bloB Dialyse oder eine 
Zugabe von Na,SO, zur Hydrolysenfliissigkeit driickt dieselbe un- 
erheblich hinunter. 

4, Bei Calciummangel oder geringem Phosphatmangel in der 
Nihrfliissigkeit ist der EinfluB der Nihrzuckerkonzentration ganz 
derselbe, wie bei Vollernihrung, wobei also die Saccharasekonzen- 
trationskurve ansteigt (,,Normalsaccharasenkurve“), dagegen ist der 
KinfluB von Magnesium- oder starkem Phosphatmangel entgegen- 
gesetzt, demnach der Wirkung des Kaliummangels gleich (.,Hunger- 
saccharasenkurve“). Der Jonenantagonismus kommt deutlich zum 
Ausdruck. 

5. Ks ergibt sich ein Parallelismus zwischen der Entbehrlich- 
keit eines Ions fiir die Entwicklung des ganzen Organismus und 
fiir die Saccharase. 

6. Die ,,.Enzymertragskonstante’ (7 = Jf x Trockensubstanz 
der ganzen Pilzkultur) ist proportional der Entbebrlichkeit eines 
Nahrungsions. 

7. Die Reihenfolge der Kationenwirkung auf die Saccharase 
weist auf einen Wechsel des Dispersitiitsgrades des Enzyms hin, 
wihrend die Wirkung der Anionen abweichender Art ist. 


8. Kurze Dialyse verstiirkt, liingere schiidigt die Saccharase. 


fonen in verdiinnter Lésung aktivieren die kurz dialysierte Saccha- 
rase, schiidigen die linger dialysierte. 

9. Die Penicilliumsaccharase ist durch Autolyse in verdiinnter 
Lisung in sehr geringem MaBe zu aktivieren. 

10. Aus der Verschiedenheit der Saccharasenwirkung kann 
ein RiickschluB auf die Ernihrungsweise mit unentbehrlichen Jonen 
gezogen werden. 
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Erntetrockensubstanz von Penicillium bei verschiedener Erniihrung. 
(Alter der Kulturen 5 Tage.) 











? « Art der Ernihrung 
Ed O,001°), 0,005 °, 
- Voll Ohne Ca Ohne My : 
4 KH,PO, 
22) . : 
e =| Trocken- Trocken- Trocken- Trocken- Trocken- 
ee substanz substanz substanz substanz substanz 
k. 22 ee - ) 0 oO} 
4 us . 0 4 , 0 24 0 £ , 0 £ fo 
2,5| 0,61 15,5 0,44 17,7 0,0018) 10,9 0,05 | 9,8 0,24 20,4 
5 0,70 | 18,2 | 0,57 17.6 0,04 | 13,0 0,10 | 12,3 0,88 22,0 
10 0,86 28,6 | 0,64 23,2 0,10 | 20,0 0,13 | 12,6 0,45 21,4 
15 | 0,80 ; 28,0 | 0,76 | 23,8 0,15 | 184 0,17 18,4 0,40 | 25,2 
20 0,77 | 32,5 | 0,71 | 26,8 | 0,22 21,9 | 0,20 | 21,6 0,47 | 29,4 
Tabelle 2. 
Ernteertrag von je 1 g Nahrungsrohrzucker in Milligrammen. 
Trockensubstanz in 5 | 
Nahrungszucker in °/, 
. rt der Ernihr 
Nahrungs- A td Ernihrung 
rohrzucker 0,001°/, 0,005 °/, 
sa 0) Voll Ca-frei Mg-frei 
2 7, KH,PO, 
2,5 25 176 6 20 90 
D 140 114 8 20 16 
10 86 64 10 13 45 
15 53 50 10 11 27 
20 39 39 1] 10 23 





Tabelle 3. 





Py-Optimum der Saccharase von Kulturen ionenmangelnder Ernihrung. 





Pu 

k-104 
4 0 eaten 
41 | 40,4 
4,3 44.3 
45 | 470 
4,7 | 42,9 
49 | 40,4 | 
5.0 tonne 


Ca-frei, 


Trock.- 
subst. (g) 


 0,2220 





15°/, Nahrungszucker 


[f-10° 





Mg-frei, 
20°/, Nahrungszucker 


iii | OE pac 
. subst. (g) pom 
i. Sees a 
7,8 9.7 
9,6 11,9 
ry | > 
10,6 + 0,1597 13,2 
1,9 | 9,8 








0,001°/, KH, PO,, 
15°), Nahrungszucker 





er Trock.- ] P 
“*s . (): 
19 subst. (g) fl 

24,9 | 48.8 

08 

97 5 | 5S 

= + 0,1020 | se 
28.5 BD S 
25,6 50,1 
25,0 49,0 
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Tabelle 4. 


Anderung von k. 











Art der Ernihrung 
¢ in Voll Ca-frei Mg-frei —_0,005°/, KH,PO, 
Minuten a vaeleiied, 
1 = 
k-10'= —.- log -n- os 
t “a hy 
6U 20,8 -— - 38,8 
120 20,0 40,7 11,6 87, 
180 19,0 39.6 10,3 36,8 
860 15,4 36,2 7,6 32.5 
540 —~ | 848 “ 29,8 
1440 9,1 | 26.6 5,2 iim 
Mittel: 16,8 35,5 | 8,7 | 35,1 
‘Trockensubst. ing 0,0988 0,1465 | 0,1597 | 0,1866 


Tabelle 5. 


Saccharasenkonzentration (Jf) bei verschiedener Ernahrung. 





Mihwanwe- /f-10° bei folgender Ionennahrung 
rohrzucker | 0,005 °/, | 0,001°/, 
is 8 Voll Ca-frei Mg-frei | —--—— oma 
as | KH,PO, 
25 14,7 22,1 52,2 14,8 79,4 
22.9 25,2 38,6 23,6 68,3 
10 35,4 37,9 28,4 36,6 53,6 
15 44,4 43,5 21,1 44,4 44,5 
2) 55,9 55,1 14,5 41,3 35,1 





‘Tabelle 6. 








Enzymertrag (//) bei verschiedener Rohrzuckerernihrung. | 

— 

Nahrungsrohrzucker 20°/, Nahrungsrohrzucker 10°/ | 

Trocken- | aa Trocken- | [ 
P 3 Ps 3 ; a 3 Ye 3 
substanzing If+10 +10 substanzin g If-10 Hi+10 
0,77 55,9 43,0 0,61 44,7 26,8 
0,56 74,0 41,4 0,69 40,8 28,4 
0,79 61,0 48,1 1,20 22.4 26,8 
0,63 64,4 40,5 096 | 268 266 





Mittel: 43,3 Mittel: 27,1 
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Tabelle 7. 


Enzymertrag (Z’) bei verschiedener lonenernihrung. 


























© Ionenerniihrung 

— —] Se Se ee nee cave -_ ae eee ee . = a istesiaamaeian 

Ze Voll Ca-frei Mg-frei 

oO, : ae Ser Silinateaicomtemess 

22 | Trock.- | Trock.- Trock.- 

<3 | subst. |/f-10° £-10° subst. /f-10° £-10° subst. [f-10% E- 10° 

on in g | in g in g 

25 | 0,61 | 14,7] 8,9 | 044 221 85 0,018 52,2 0,85 

5 0,70 | 22,9 | 16,0 | 0,57 25,2 | 14,3 | 0,04 88,6 1,5 

10 0,86 | 35,4 | 27,1 | 0,64 37,9 24,7 0,10 284 2,8 

15 0,80 | 44,4 | 85,5 | 0,76 43,5 33,0 0,15 21,1 3,1 

20 0,77 | 55,9 | 43,0 | 0,71 | 55,1 | 39,38 | 0,22 | 14,5 3,6 

Ionenerniihrung 

al 0,005 °/, | 0,001 °/, 

ae i. ey RT 20-2 

oP KH,PO, 

a Bi Trocken- Trocken- | 

7% | substanz If+108 +108 substanz If-i0° | £#-10' 
in g in g | 

2,5 024 14,8 5,1 005 | 79,4 3,9 

5 0,38 23,6 8,9 0,10 68,3 6,8 

10 0,45 36,6 16,4 0,13 53,6 7,1 

15 0,40 44,4 17,8 0,17 44,5 | 86 

20 0,47 413 | 199 0,20 351 | 88 

Tabelle 8. 


Enzymertrag (EF) bei steigenden Gaben von Ionen in der Nihrlésung. 








Nahrungsrohrzucker 10°/, Nahrungsrohrzucker 20°), 
°/) MgSO, = Trocken- °/, KH,PO, Trocken- 
in der substanz /f-10° E-+10° in der substanz /f-10° E-+10° 
Nihrlésun in g Nihrlésung in g 
_ 0,10 28,4 2,8 _ — — wie 
0,0003 0,21 195 4,1 0,001 028 343 96 
0,003 0,60 31,7 19,0 0,002 0,28 42,1 11,9 
0,015 0,74 29,7 21,8 0,005 0,48 42,6 | 18,0 
0,03 0,86 35,4 28,1 0,01 0,77 52,7 | 86,5 
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Tabelle 9. 
Kinwirkung einiger Salze auf die undialysierte Saccharase. 
20°), Robrzuckerernihrung.) 
If °), bei 
Art der | ‘ie 
Salz | 1,0 0,1 0,01 | 0,001 


lonenernibrung 


Voll 


Ca-frei 


0,001°/, KH, PO, 


Wirkung der Autolyse auf die Penicilliumsaccharase. 





molarer Konzentration 


- 100 
Nal 
NaCl GO) 
Nabr — 
NaJ - 
NaNO, 87 
Na,SO, 96 
Na, HPO, — 
H,NCl 
CaCl, 
MgCl, 


NaCl 92 
NaNO, 91 
Na, SO, - 

CaCl, — 


Nak 
NaCl 
NaBr -- 
NaJ a 
NaNO, — 
Na,SO, —— 
Na, HPO, = 
KCl -— 
H,NCl 

CaCl, 

MgCl, 


Tabelle 10. 


100 100 100 





87 94 94 
101 97 99 
80) 85 
69 83 _- 
96 100 100 
100 106 100 
100 104 am 
95 89 se 
70 74 a 
64 68 . 
100 100 100 
102 103 102 
105 109 105 
97 96 98 
103 101 101 
100 100 100 
71 79 eon 
91 98 
81 84 
69 80 woe 
81 90) 
85 92 _ 
106 100 _ 
9 | 96 sine 
77 90 si 
79 85 — 
74 79 ti 





Dauer 
der 
Autolyse 
(Tage) 


-_~ 
~~ —_ 


ss - 





a 


Erniihrung voll | 





Verdiinnung 


1:4 | 1:8 
100 100 
86 104 
84 106 


Erniihrung phosphatarm | 
(0,001°7, KH,PO, a 
1:4 | 1:8 
100 100 
100 102 
88 101 
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Uber die Bestindigkeit des bestrahlten Ergosterins. 
Von 
A. Windaus und E. Auhagen. 
Mit 10 Figuren im Text. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Laboratorium der Universitat Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Februar 1931). 


Die Frage, ob Priiparate von bestrahltem Ergosterin sich 
bei Zimmertemperatur und bei Ausschlu8 von Luft unverindert 
halten oder nicht, scheint nicht endgiiltig entschieden zu sein. 

In den Jahren 1927 und 1928, als wir es noch nicht gelernt 
hatten die Luft wihrend der Bestrahlung und Aufarbeitung voll- 
stiindig auszuschlieBen, waren unsere Priparate durch Oxydations- 
produkte verunreinigt und gaben unregelmiBige und widerspruchs- 
volle Ergebnisse.') Im Jahre 1929 hatten wir Bestrahlungsprodukte 
richtiger analytischer Zusammensetzung darzustellen vermocht 
und beobachteten, daB vor allem Kurzbestrahlungsprodukte, auch 
wenn sie im Hochvakuum eingeschmolzen und im Dunkeln auf- 
gehoben wurden, sich nicht unverindert hielten, sondern ihre op- 
tische Drehung und ihr Spektrum anderten?) und innerhalb einiger 
Monate eine zwar geringe, aber nachweisbare Abnahme ihrer anti- 
rachitischen Wirkung zeigten.*) Langbestrahlungsprodukte schienen 
haltbarer zu sein als Kurzbestrahlungsprodukte; beim Erhitzen 
auf 180° verloren aber alle Priiparate ihre antirachitische Wirkung. 

Die eben geschilderten Ergebnisse schienen die Frage nach 
der Veriinderlichkeit von Bestrahlungsprodukten des Ergosterins 
ziemlich sicher zu entscheiden, immerhin war die Aufarbeitung 
unserer Priiparate unter Verwendung von Gummischlauchen und 
Gummistopfen vorgenommen worden in Apparaturen, durch 





1) Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1929, 48. 

*) Die Veriinderung des Drehungsvermigens erfolgte auch bei Ver- 
wendung von Soja-Ol als Lésungsmittel; dagegen geben Holtz und Schrei- 
ber an, daB sie niemals mit Sicherheit die Abnahme derantirachitischen 
Wirksamkeit eines Priparates hiitten feststellen kénnen, das in Oliger 
Lésung monatelang aufbewahrt worden war. Diese Z. 191, 3 (1930). 

‘) Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1929, 38. 
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welche sorgfaltig gereinigte Gase, wie Stickstoff und Kohlendioxyd 
strémten, Kine geringe Beimengung von Oxydationsprodukten 
war dabei nicht ganz auszuschlieBen und war auch durch die 
Elementaranalyse nicht mehr sicher nachweisbar. 

Zur endgiltigen Klirung der Angelegenheit haben wir darum 
in den letzten Monaten besonders sorgfiltige Versuche vorgenommen: 
Wir haben einige Bestrahlungsprodukte in einer zugeschmolzenen, 
hochevakuierten Apparatur dargestellt, die lediglich aus Quarz 
und Glas bestand; die Substanzen wurden dann in Absorptions- 
kiivetten und Polarisationsrohre eingeschmolzen, ohne daB dabei 
die Apparatur gedffnet worden wire. Die Anderung des Spek- 
trums und der Drehung wurde dann an den in zugeschmolzenen, 
evakuierten GefaBen befindlichen Praiparaten bei Zimmertempe- 
ratur und bei erhéhter Temperatur verfolgt; jede Kinwirkung von 
Sauerstoff war unter diesen Bedingungen ausgeschlossen. 


Die Apparatur. 


Die Apparatur (Fig. 1a und 1b), die wir zur Aufarbeitung 
unserer Hochvakuumversuche benutzten, hatte folgende Aufgaben 
zu erfiillen. Das nicht umgewandelte Ergosterin muBte weitgehend 
ausgefroren werden und von der Lésung des Bestrahlungsproduktes 
durch Filtrieren getrennt werden. Die Lisung mufte dann auf 
die BeobachtungsgefiBe verteilt werden und zwar zur Messung 
der Absorption nach vorheriger Verdiinnung. Als Ventile be- 
nutzten wir die iiblichen Spitzen aus Quarz oder Glas, die, als 
trennende Wand in ein Rohr eingeschmolzen, auf magnetischem 
Wege mit einer Stahlkugel zertriimmert werden kénnen. 

Kine Aufarbeitung vollzieht sich nun folgendermaBen: Das 
BestrahlungsgeféB 8, das mit einem solchen Ventil versehen ist, 
wird nach der Bestrahlung bei 4 mit der Apparatur I verschmolzen. 
Die Apparatur (Fig. 1a) wird bei J hochevakuiert (1074 mm), zu- 
geschmolzen und auf den Kopf gestellt. Mit Hilfe der Stahlkugel 
bei C wird die Spitze zertriimmert. Wenn man die Apparatur 
wieder in die Ausgangslage bringt, flieBt die Lésung aus # durch 
ein Verbindungsstiick Quarz-Jenaer Geriiteglas in das Ausfrier- 
gefaB #. Bei / wird das BestrahlungsgefaB jetzt abgeschmolzen, 
und mit einem Rest der Lésung, der in C zuriickbleibt, die Um- 
wandlung bestimmt. Das Rohr / wird auf tiefe Temperatur(— 20 
bis — 30°) abgekiihlt. Im Verlauf einer Stunde fillt der griBte 
Teil des iiberschiissigen Ergosterins aus. Durch Drehen der Appa- 
ratur um 180° wird die Lésung mit dem Ergosterin auf das Filter 
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aus gefrittetem Glas G gebracht. Um die Lésung durch das 
Filter zu driicken, benutzten wir ein Hilfsgas, Stickstoff!) oder 
Argon, das sorgfiltig von den letzten Spuren von Sauerstoff be- 
freit ist. Es befindet sich unter etwa 300 mm Druck in dem 
Rohr //, das vorliufig noch durch ein Ventil verschlossen ist. 
Wenn die Lésung sich auf dem Filter befindet, wird das Ventil 
mit Hilfe der Stahlkugel bei A gedffnet, und das Hilfsgas driickt 
die Lésung durch das Filter in das VorratsgefiB Z, das bei J/ 
von der Apparatur abgeschmolzen wird. 
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Fig. 1a. Fig. 1b. 


Das Rohr Z wird nun mit einem Aufsatz verschmolzen, den 
die Fig. 1b zeigt. 

Er erméglicht es, in zugeschmolzener Apparatur die Polari- 
sationsrohre und nach Verdiinnung auf rund 0,02 °/, die Absorptions- 
kiivetten zu fiillen. Nach dem Verschmelzen bei V wird bei 0 
evakuiert und abgeschmolzen. Mit Hilfe der Stahlkugel bei /” 
wird das Rohr Z geéffnet. Durch Kippen werden die Polari- 

1) Der weitgehend gereinigte Stickstoff wurde mehrere Tage tiber weiBem 
Phosphor aufbewahrt und dann in zugeschmolzenen Apparaten auf Ampullen 
gefiillt. 
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sationsrohre Q (Jenaer Geriiteglas mit planparallelen Platten ver- 
schmolzen) gefiillt und abgeschmolzen. 

Die Kiivetten fiir die Absorptionsmessung / sind mit einem 
Kolben § verschmolzen, in dem reines sauerstofffreies Lisungsmittel 
unter vollstandigem AusschluB von Gasen eingeschmolzen ist. Auf 
den Raum iiber der Spitze 7’ wird ein passend gewihltes Volumen 
der Lésung gegeben und der Verdiinnungsapparat bei /’ ab- 
geschmolzen. Die Spitze 7’ wird zertriimmert, und die Lisung 
gut mit dem Lésungsmittel gemischt. Dann werden die Kiivetten 
bei’ vom Kolben getrennt, indem man dafiir sorgt, daB beim 
Abschmelzen / an héchster Stelle liegt, und in den Kiivetten nur 
so viel Lésung, wie eben noétig ist, sich befindet. Nun werden die 
Kiivetten eingeschmolzen; jede Kiivette hat zwei Abschmelzstellen, 
da bei Quarz ohne Kiihlung keine klare Abschmelzung zu er- 
reichen ist und bei Kiihlung sehr leicht Konzentrationsiinderungen 
in den Kiivetten durch Destillation auftreten kinnen. Die Kii- 
vetten werden deshalb erst an der oberen Abschmelzstelle ohne 
Kiihlung, dann an der unteren unter Kihlung auf — 80° ab- 
geschmolzen. 

Kin Paar der BeobachtungsgefiBe, Kiivette und Drehrohr, 
wird bei gewohnlicher Temperatur im Dunkeln aufbewahrt, und 
von Zeit zu Zeit gemessen, die anderen werden zu Erhitzungs- 
versuchen benutzt. Bis zum Siedepunkt des Loésungsmittels er- 
folgt das Erhitzen im Dampfraum einer passend siedenden Fliissig- 
keit; um auf héhere Temperaturen zu erhitzen, werden die Ge- 
faBe in Autoklaven eingeschlossen, die mit dem Lisungs- 
mittel beschickt sind. 

In dem Rest der Lésung, der in Z/ verbleibt wird, die Kon- 
zentration und der Ergosteringehalt bestimmt; die Lésung im 
Kolben S dient zur Konzentrationsbestimmung der verdiinnten 
Lésung. Aus diesen Daten lassen sich Drehung und Spektrum 
auf spezifische Drehung und Absorption einer 0,02°/ igen Liésung 
von ergosterinfreiem Material umrechnen. 


Versuche. 
Praparat A 121. 


Wir wollen an dem Priparat A 121, das neben mehreren 
anderen durchuntersucht wurde, unsere Versuche schildern.!) 8 g 


') Es handelt sich hier um Bestrahlungsprodukte, die ohne Verwen- 
dung von Lichtfiltern dargestellt worden sind. 
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Ergosterin wurden in einer Mischung von 10°/, Dioxan und 90°/, 
Normalbenzin gelést.!) Die Ergosterinlésung wurde unter AusschluB 
von Gasen in eine ,,Quarzwalze“ eingeschmolzen und 4 Stunden mit 
Magnesiumfunken (100U0 V, 0,01 A, Kapazitat 12000 cm) bestrahit; 
sie wurde dann, wie vorhin beschrieben, aufgearbeitet. Die Um- 
wandlung betrug 75°/,, die Konzentration der filtrierten Lésung 
3,95°/,, die Konzentration an Ergosterin 0,6°/,, das heiBt 15,4°/, 
des Gelésten waren Ergosterin. 

Es wurden nun die Anderung von Spektrum und Drehung 
bei 20°, 55°, 77°, 105°, 155° und 180° verfolgt. Die spezifische 
Drehung (auf aqpuetmsutiien Material berechnet) betrug fir [@] p 
urspriinglich — 17°, innerhalb von 8 Tagen stieg sie auf 0° und 
blieb dann schlieBlich nach 50 Tagen konstant bei + 7° Den 
Verlauf der Drehungsinderung zeigt Fig. 2, auf der auch die 
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Fig. 2. 


Anderung der Drehung bei erhéhter ‘'emperatur dargestellt ist. 
Bei 55° stieg die Drehung innerhalb 20 Stunden bis + 4°, bei 
77° war schon nach einer Stunde der Endwert von + 38° erreicht. 
Die Drehung iindert sich auch nach 10 stiindigem Erhitzen nicht 
mehr. Bei wochenlangem Lagern trat aber trotzdem noch ein 
weiteres Steigen der Drehung ein und zwar auf denselben End- 
wert + 7°, der auch bei 20° schlieBlich erreicht wurde. Nach 
vierstiindigem Erhitzen auf 100° war die Drehung auf + 4,5° ge- 
stiegen; die Anderung unterscheidet sich also nicht wesentlich 


1) Das Dioxan war mehrmals iiber Natrium, dann iiber Zinncbloriir 
und wieder iiber Natrium destilliert worden. Als Normalbenzin wurde die 
zwischen 80 und 90° siedende Fraktion des ,,Normalbenzin Kahlbaum*“ ver- 
wendet. Die Mischung wurde durch langdauerndes Auskochen von Sauer- 
stoff befreit. 
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yon der bei 55° und 77°. Ganz neue Reaktionen treten aber auf, 
wenn man die Temperatur auf 150° steigert. Nach vierstiindigem 
Erhitzen fanden wir eine Drehung von + 83°. 

Die Anderung des Spektrums bei gewohnlicher Tempe- 
ratur zeigt Fig. 3. Wir finden ein allmihliches Steigen der gesamten 
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Absorption, besonders aber bei 280 my. Ganz ahnliche Erschei- 
nungen zeigen sich bei den auf 55° und 77° erhitzten Kiivetten 
(Fig. 4). Auch hier beobachtet man die Allgemeinsteigerung und 
besonders die Ausbildung des Maximums bei 280 my. EKinen ganz 
anderen Typus erhilt das Spektrum, wenn man mit der Tempe- 
ratur iiber 100° hinausgeht. Fig. 5 zeigt die Spektren nach dem 








114 A. Windaus und E. Auhagen, 


Erhitzen auf 105°, 135° und 180° Im _ kurzwelligen Gebiete 
sinkt die Absorption, bei lingeren Wellen als 270 my steigt sie; 
das Maximum bei 280 mw bleibt zuniichst erhalten, und es bilden 
sich bei 290 und 300 mu zwei neue, sel starke Maxima heraus. 
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Das Maximum bei 280 mu wird bei den héheren Temperaturen 
langsam wieder abgebaut, und in dem Mabe wie es verschwindet, 
steigt das Maximum bei 300 mu an. Um die Anderungen des 
Spektrums besser zu veranschaulichen, haben wir in Fig. 6 die 
Differenzen der Kurven dargestellt. Die Kurve1 zeigt die Differenz 
zwischen den bei 50° und 105° erhaltenen Kurven. Man sieht 
deutlich, da8 bei etwa 260 my ein Maximum abgebaut wird, dab 
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das Maximum bei 275—280 mu steigt und da8 sich bei 290 und 
300 mu neue Maxima herausbilden. Die Kurve 2 zeigt die Re- 
aktion 105—1s0°% Hier wird im kurzwelligen Gebiet bis un- 
gefihr 260 mu kaum etwas geiindert, in der Gegend von 275 bis 
280 mu findet sich ein Gebiet maximaler Abnahme, dafiir steigt 





aaa aa — T en see ee tee eee Gu ees gees — 
a 
{at 
raf | 
A] ka 
ry ot | 
| 
2s : 7 1 | 
h 
1 
o——-+ #127, if ' 
uncrhiize lio ¢- 
\, 
4—:--4 A129 | LA} 
4” 105° I] 
n|. x---" #927 | ] 
<0 4” 755° I] 
o—o #727 7, 
6* 180° 4 

















tS 
\ 
X : 
3 10 ‘ - ag 
x \. Ki . 
: we a 
> / 
x 
SS) OS . 
L 
5 \ a 
Sul | 
~ ‘oa | 
1 1 mall es nics ee 
0 “a5 250 275 500 Jd 550 es J 


Wetlentdage tn mu ——-—=— 
Fig. 5. 


die Absorption bei 300 mu in ungefaihr dem gleichen Mabe. Der 
SchluB liegt nahe, daB die Stoffe mit den Maxima 250 und 300 mu 
genetisch miteinander verkniipft sind. Kurve 3 stellt die Gesamt- 
reaktion 50—180° dar. 

Das Material, das beim Erhitzen auf 180° entsteht, erwies 
sich als vollig bestandig; nach 10wéchiger Aufbewahrung bei ge- 
wohnlicher Temperatur hatte das Spektrum sich nicht verindert, 
ebensowenig Kinflub hatte 4 stiindiges erneutes Erhitzen auf 150°. 
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Uber einige weitere Praparate. 


Wir haben fiir unsere Untersuchungen tiber die Bestindigkeit 
auch Priiparate durch Bestrahlen sehr verdiinnter Ergosterin- 
lésungen (0,02 °/,) hergestellt. Wir brachten einen Teil der Lésung 


‘m Hochvakuum in Kiivetten, im Rest bestimmten wir Kon- 





CQ 
f 

















1 Rerktion 50 = 705° 3A 
» Qo ° if | ’ 
2 Reaktion 105 “—= 730 ‘ ; 
{5 5. Gesantreattion 50°— 160° l 
=. 
1 | 
| na 
o—o Differenz 121 180° 
- #121 50° | 
o--o Difereaz 4 121, 60° | 
| -4 127,75" | 
| , 
| o—-— Divereaz 927, 105° | 
\ 7" . - #121 50° | 
| : 
| 
R03 
% 
v 
| 3 
Q 
. | 8 
; | N Zo 
es. 
- 
; 1S 
gy 7A 
| S 
a 


WJellenlaege tn Mm ————— 


Fig. 6. 





I 








| | 


























tae aR naa 














Uber die Bestindigkeit des bestrahlten Ergosterins. 117 


zentration und Umwandlung. Bei Umwandlungen, die iiber 60°/, 
hinausgingen, konnten wir im Spektrum vollig gleiche Anderungen 
feststellen, wie bei dem Priiparat A 121. Bei dem Priiparat 
A 131, das innerhalb von 30” zu 41°/, umgewandelt war, fanden 
wir das Spektrum, das in Kurve 1 auf Fig. 7 dargestellt ist. Im 
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Verlauf eines Monats hatte es sich bei gewohnlicher Temperatur 
vollig geaindert, wie Kurve 2 beweist. 

Die Praparate, die mit der Quecksilberlampe hergestellt 
worden sind, zeigen ahnliche spektrale Anderungen wie die Mag- 
nesiumpriparate. Allerdings ist die Steigerung der Gesamt- 
absorption beim Lagern und die Ausbildung der Maxima bei 
290 und 300 my beim Erhitzen fast nie so ausgeprigt wie bei 
den Magnesiumpriparaten. 
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Selbst das rohe Suprasterin, das Uberbestrahlungsprodukt 
der Quecksilberlampe, das im Gebiet 270—280 mu nur geringe 
Absorption zeigt, gibt beim Erhitzen auf 200° einen allerdings 
sehr schwachen Anstieg bei 290 mu. Fig. 8 zeigt das Spektrum 
des rohen Suprasterins vor und nach dem Erhitzen. 
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Reines Suprasterin indert dagegen sein Spektrum beim Er- 
hitzen nicht. 
Ergebnisse. 


Wenn man das gesamte Material iiberblickt, zeigt sich 
folgendes: Zwischen Magnesium- und Quecksilber-Priaparaten be- 
steht hinsichtlich der Bestindigkeit kein prinzipieller Unterschied. 
Sie sind bei gewéhnlicher Temperatur nicht lange unverandert 
haltbar. Beim Erhitzen bis 100° wird lediglich die Alterung be- 
schleunigt. Es fndert sich die Drehung und im Spektrum tritt 
eine Steigerung der Absorption ein, die besonders groB bei 280 mu 
ist. Der Stoff, der sich bei dieser Alterung indert, ist 
aber nicht das Vitamin, denn die Abnahme der antirachi- 
tischen Wirksamkeit ist so schwach und findet so langsam 
statt!), daB sie mit der schnellen Anderung von Spektrum und 
Drehung nicht in Zusammenhang stehen kann. Es geht dies auch 
daraus hervor,daB mehrfach gefunden worden ist, daB Ollésungen zwar 
ihre Drehung iindern, aber lange Zeit unveriindert wirksam bleiben. 

Bei 100—200° treten neue Reaktionen auf, die das Vitamin 





') W 52 (Nachr. Ges. Wiss., Gottingen 1930, 45) wurde 11 Monate im 
Vakuum ohne Lésungsmittel aufgehoben, die antirachitische Grenzdosis, 
die urspriinglich bei 0,08 y lag, wurde dann bei etwa 0,1 y gefunden, W 5° 
(Nachr. Ges. Wiss., Géttingen 1930, 49), das 9 Monate im Vakuum anfgehoben 
wurde, veriinderte seine antirachitische Grenzdosis von 0,03 y auf 0,04 7. 


120 A.Windausu.E. Auhagen, Bestindigkeit d. bestrahlten Ergosterins. 

















a 














Uber die Bestindigkeit des bestrahlten Ergosterins, 119 


zerstérev, den toxischen Faktor aber nicht schiidigen. Sehr auf- 
fillig ist es, wie das Entstehen des Maximums bei 290 mu mit 
der Zerstérung des Vitamins Hand in Hand geht. Es liegt nahe 
anzunehmen, daB die Anderung des Spektrums dadurch zustande 
kommt, daB das Vitamin mit seiner Hauptabsorption zwischen 
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260 und 280 my verschwindet und ein neuer unwirksamer Stoft 
mit einer Hauptabsorption zwischen 285—305 mu entsteht; seine 
Hauptzacke liegt bei 290 mu. 

Ks bedarf noch genauer quantitativer Vergleiche zwischen 
antirachitischer Wirksamkeit und spektralen Anderungen, um die 
Vermutung des genetischen Zusammenhangs zwischen dem Vitamin 
und dem Stoff mit der 290 mu Bande zu sichern. 
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Die bei 280 und 290 mw auftretenden Absorptionsmaxima, 
liber die wir schon im Februar 1930!) berichtet hatten, sind auch 
von anderer Seite beobachtet worden. So haben holliudische?) 
und englische Forscher*) gefunden, daf eine starke Absorption 
bei 280 mu auftritt, wenn man die durch langwellige Bestrahlung 
erhaltenen Vitaminpriiparate kurzwellig weiter bestrahlt. 

Diesen Befund haben wir an unseren Magnesiumpraparaten 
bestatigen kénnen. 

Es wurden 5g Ergosterin mit Magnesiumfunken unter Be- 
nutzung eines Benzolfilters in Benzol zu 48°/, umgewandelt, das 
Umwandlungsprodukt von Ergosterin befreit und dann im Hoch- 
vakuum in drei Kiivetten eingeschmolzen. Unter Verwendung 
eines Salicylsiiurefilters wurde es mit der Quecksilberlampe 1 
bzw. 5 Minuten kurzwellig bestrahlt. 

Fig. 9 zeigt die Spektren der einzelnen Lésungen. Hier bildet 
sich also die 280 mu-Bande durch einen photochemischen Vorgang, 
wiihrend wir dieselbe oder eine ahnliche Umwandlung durch eine 
Dunkelreaktion hervorgerufen haben. 

Die Zacke bei 290 my haben die englischen Forscher bei 
der Destillation des Bestrahlungsproduktes beobachtet; sie glauben, 
daB auch diese Bande keinem Zerfallsprodukt des Vitamins zu- 
kommt, doch scheint uns ihre Beweisfiihrung in diesem Punkte 
nicht voéllig iiberzeugend. 


Der I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Werk Elberfeld, 
und der Firma E. Merck-Darmstadt danken wir fiir das uns zur 
Verfiigung gestellte Ergosterin. 


Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sprechen wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten unseren 
Dank aus. 





1) Nachr. d. Ges. d. Wiss., Math.-phys. K1., 1930, 36. 

*) Reeringk und van Wijk, Biochemie. J., 23, 1294 (1929). 

8) Askew, Bourdillon, Bruce, Jenkins und Webster, Proc. 
Royal Soc., B. 107, 91 (19380). 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


III. Mitteilung. B. Perfusionsversuche. 


Von 


S. Salaskin und J. Kriwsky. 





(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Februar 1931.) 


Ubersicht. 


Wir leiten hiermit eine Untersuchungsreihe ein iiber die Harnstoff- 
bildung in tiberlebenden Organen auf Grund von Perfusionsversuchen mit 
verschiedenen Lésungen und unter verschiedenen Bedingungen an isolierten 
Kinzelorganen oder auch an Organkomplexen. Diese zuerst von Ludwig 
in ihrer Bedeutung erkannte Methode, wird mit Erfolg zu vielfachen 
Zwecken angewendet, sie hat aber neben groBen Vorziigen auch wesent- 
liche Nachteile. Zuniichst ist zu beachten, daB die normale Funktion eines 
Organs eng gebunden ist an seinen organischen Zusammenhang mit allen 
anderen Korperteilen und da liegt die Frage nahe, ob die in Perfusions- 
versuchen am isolierten Organ bestehenden Erscheinungen auch dann vor- 
liegen miissen, wenn es einen Bestandteil des unversehrten Kérpers bildet. 
Es ist auBerordentlich schwierig, wenn iiberhaupt moéglich, ein iberlebendes 
Organ in natiirliche Verhiiltnisse zu versetzen. Der Bestand der Perfusions- 
lésuug, selbst wenn es Blut desselben Tieres ist, ist vom normalen ver- 
schieden, sofern es defibriniert ist, waihrend der Perfusion kommt es zu 
Aufsparung von Umsatzprodukten, welche sonst ausgeschieden werden, 
osmotischer Druck und lIonisation sind verindert, es fehlt der Austausch 
mit Arbeitsprodukten anderer Organe, ausgeschaltet ist die Wirkung des 
Nervensystems, die Mitwirkung zahlreicher, sonst wirksamer Faktoren wird 
reduziert. Weiterhin treten pathologische Momente ins Spiel und daneben 
ist der normale Regulationsapparat gestért. Auch stoébt es auf Schwierig- 
keiten die physiologischen Bedingungen fiir die Zirkulation der Lésung 
lingere Zeit einzuhalten. Insbesondere fiir die Leber macht sich die 
Schwierigkeit geltend, das Organ unter physiologische Zirkulationsverhilt- 
nisse zu bringen, sofern hier zweifache Blutversorgung in Betracht kommt, 
beide unter verschiedenem Druck und mit verschiedenen stofflichen und gas- 
formigen Bestandteilen. SchlieBlich noch ist mit der Stérung durch Mikro- 
organismen zu rechnen, denn absolute Sterilitiit bei diesen Versuchen ein- 
zuhalten, ist unméglich. Alles das stellt das Organ in abnorme Verhilt- 
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nisse und das kommt zuniichst darin zum Ausdruck, daB es ddematis wird. 
Auch morphologisch veriindern sich die Zellen des Organs (N. Anitschkow') 
[1912}). 

Und dennoch, trotz aller dieser Nachtcile ist die Methode wertvoll, 
sofern die Deutung der Ergebnisse mit der nétigen Vorsicht ausgefihrt 
wird. Mit Recht sagt Fischler®) (1925), daB bei der Perfusion eines iiber- 
lebenden Organs manche chemische Prozesse qualitativ durchaus ebenso 
oder anniihernd gleich verlaufen kénnen, wie unter normalen Verhbialtnissen. 
Jedoch ein Urteil dariiber, ob sie tatsiichlich dem normalen Verlauf ent- 
sprechen, wird erst ermdglicht durch Kontrollversuche mit anderen Ver- 
fahren, insbesondere im physiologischen Tierversuch, mit nachfolgender 
Gregeniiberstellung der Versuchsergebnisse. Ein Ausbau der Methode in 
der Richtung gréberer Anniherung der Versuchsbedingungen an die nor- 
malen Verhiiltnisse, unter entsprechender Kombinierung von zwei und 
mehreren Organen mit nachfolgender Perfusion u. dgl. kann die Methode 
und ihre Ergebnisse noch wertvoller machen. 

Vergleicht man die Perfusionsversuche mit Organbrei- und PreBsaft- 
versuchen, so liegt es auf der Hand, da8 ihre Ergebnisse nicht gleichweilig 
sein kénnen. Die Organbreiversuche sind in der Hauptsache, wenn nicht 
ausschlieBlich, fermentative Prozesse (unter ausgeschalteter normaler Regu- 
lierung), wiihrend im Perfusionsversuch die dort fehlende vitale Reaktion 
hinzukommt, worunter wir die Summe aller, in der Zelle unter den ge- 
gebenen Verhiiltnissen gesetzmiibig ablaufender Vorgiinge verstehen wollen. 
Der Unterschied ist klar. Leberbrei z. B. unterliegt der Autolyse unter 
Anregung mancher fermentativer Prozesse. Unter anderem wird hierbei 
durch die in der Leber enthaltene Arginase das autolytisch abgespaltene 
Arginin in Harnstoff umgewandelt. Im Perfusionsversuch dagegen, nach 
sorgfiiltiger Spiilung der Leber mit beliebiger physiologischer Salzlésung 
und sofern die Perfusionslésung keine in Harnstoff umwandelbare Sub- 
stanzen enthiilt, ist Harnstoffanreicherung nicht nachzuweisen. Daraus 
folgt, daB unter diesen Versuchsbedingungen die Arginase der Leber nicht 
zur Auswirkung kommt. Und umgekehrt im Perfusiousversuch werden 
Ammoniumsalze und Aminosiuren durch die Leber in Harnstoff um- 
gewandelt, wiihrend im Leberbrei bei der gewéhnlichen Autolyse diese 
Umwandlung nicht vorkommt. Auch viele andere Beispiele lassen sich 
noch anfiihren, um den Unterschied zu verdeutlichen. 

Obgleich in Organbreiversuchen'?) ebenso wie in Perfusionsversuchen 
die Bedinsungen fiir den Ablauf der Prozesse ganz verschieden von den- 
jenigen im unversehrten Koérper sind, sind dennoch beide Methoden not- 
wendig, um den physiologischen Versuch am normalen oder pathologisch 
veriinderten Tier zu vervollstiindigen. Der Organbrei- oder PreBsaftversuch 
ermoglicht es, das zu erkennen, was im Tierversuch verdeckt ist und zwar 
die im absterbenden Organ wirksamen Elemente, sowie die Bedingungen, 
unter welchen diese Elemente sich auswirken. Dieser Methode verdanken 
wir z. B. die Entdeckung mancher Organfermente. Der Perfusionsversuch 
nihert sich einigermaBen den natiirlichen Verhiltnissen und erméglicht es, 
die Organfunktion genauer zu erkennen. Und erst im Besitz der Ergeb- 
nisse aller dieser Untersuchungsverfahren, mit Einschlu8 des physiologischen 
‘Tierversuchs, werden wir instand gesetzt. die Kérpervorgiinge entsprechend 
zu analysieren. Daneben gibt die Perfusionsmethode, indem die Gunst 
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und Ungunst der Ablaufsbedingungen fiir diesen oder jenen Vorgang dabei 
abgeschiitzt werden kénnen, Anweisungen fiir eine zweckmiBige Versuchs- 
anordnung mit Organbrei oder PreBsaft. Diese Erwigungen schicken wir 
der Schilderung unserer Perfusionsversuche sowie auch der nachfolgenden 
Versuche voraus. 


Die fiir Harnstoffbildung im Leberperfusionsversuch notwendigen 
Blutbestandteile und im besonderen die Bedeutung der Erythro- 
cyten fiir diesen Vorgang. 


Indem wir von dem Gedanken ausgingen, die fiir Harnstoff- 
bildung im Leberperfusionsversuch unerliBlichen Bedingungen 
festzustellen, haben wir zuniichst die einzelnen Bestandteile des 
Blutes und im besonderen die Erythrocyten in ihrer Bedeutung 
fiir diesen Vorgang kennenlernen wollen. Weil bis jetzt im 
Perfusionsversuch allein fiir die Leber Harnstoffbildung nach- 
gewiesen ist, haben wir dieses Organ in Angriff genommen. Von 
Interesse ist nicht die Befaihigung der Leber Harnstoff zu bilden, 
sofern diese Befiihigung bereits vielfach nachgewiesen ist, sondern 
die Feststellung, welche Bedingungen fehlen miissen, damit Harn- 
stoffbildung ausbleibt, oder mit anderen Worten die Feststellung 
der fiir diesen Vorgang unerlaBlichen Bedingungen. Das ist wichtig 
einerseits um tieferen Einblick in den Chemismus der Harnstoff- 
entstehung zu gewinnen und andrerseits, um daraus Anweisungen 
zu entnehmen, bei welcher Versuchsanordnung Leberbrei zu Harn- 
stoffbildung veranlaBt werden kénnte. Sollte es sich z. B. er- 
weisen, daf irgendeine Bedingung im Perfusionsversuch fiir diesen 
Zweck unerlaBlich ist, so wire es kaum angebracht beim Fehlen 
dieser Bedingung in Leberbrei Harnstoffbildung zu _ erwarten. 
Gelingt uns eine Klarung dieser Frage, so sind Leberbreiversuche 
in Aussicht genommen, um aus verschiedenen Produkten des 
intermediairen Stoffwechsels Harnstoff synthetisch herzustellen. 


Methodik. 


Die Versuche machten wir mit Hundeleber. Vor der Entnahme ge- 
wohnlich 1—2 Hungertage und Tod durch Verblutung aus der Art. femoralis. 
Das Gewicht der Hunde schwankte von 4—20 Kilo. Defibrinierung des 
Blutes und Filtration durch Marle. Alsdann nach Ausblutung lang aus- 
gezogener Medianschnitt von der Incisura jugularis bis zum Nabel. ‘Trennung 
der Haut und Muskelschicht vom Brustkorb, Durchsechneidung der Rippen 
mit Knochenzange und Loslésung der vorderen Brustwand. Durehschnuridung 
der unterhalb der Leber doppelt unterbundenen Cava inf. zwischen den 
Ligaturen mit nachfolgender Einfiihrung je einer Kaniile oberhalb der Leber 


in sie und in die Pfortader. Massenligatur an das Lig. hepatoduodenale, 
G* 
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Durchtrennung des Diaphragma an der Peripherie und Entfernung der 
Leber mitsamt Diaphragma und Gallenblase. Nach Bestimmung des Ge- 
wichtes*) wurde die Leber in einen 4-eckigen, doppelwandigen Kasten- 
thermostat mit Seitenéttnungen fiir die Gummiréhren, erwirmbar bis 40° C, 
eingeschlossen. Die eingelegte Leber wurde mit Marle, durchfeuchtet in 
physiologischer Lésung, bedeckt. Die Gummiréhren an den Kaniilen wurden 
mit Moreschen Klemmen versorgt. Nach derartiger Vorbereitung folgte 
Durchspiilung der Leber mit bis 87°C vorgewirmter physiologischer NaCl- 
Lésung. Um Luftembolie in der Leber zu vermeiden, mu8 aus der an die 
Pfortader geschlossenen Réhre, vor ihrer Verhinderung mit dem GefaB fiir 
die Salzlésung, die Luft sorgfiltig entfernt werden. Die Spilung dauerte 
bis die Lésung farblos ablief, was je nach der GréBe der Leber 2'/, bis 
5 Liter erforderte. Von der letzten Portion der Spillésung nahmen wir eine 
Probe zur Untersuchung (Spiillésupg). Fiir die Perfusion der durchspiilten 
Leber diente ein Mariottesches LitergefiB mit Biirette, die letztere durch 
innere Glasrébrchen an eine Sauerstoft bombe angeschlossen. Das aus der Bii- 
rette abflieBende Blut tritt in die Leber durch ein im Wasserbad vorgewirmtes 
Glasschlangenrohr mit abfiihrender Réhre und unweit der Ptortaderkaniile 
eingeschaltetem, mit Thermometer versorgtem Dreiling. In Wasserbad und 
Schlangenrohr unterhielten wir eine Temperatur von 37—38°C, Die ans 
der Hohlvene tretende Flissigkeit lief in cinen Kolben und wurde von 
Zeit zu Zeit in das Mariottesche GefiB iibergefiihrt. 

Die Menge der Perfusionslésung betrug fast fiir alle Versuche 1 Liter. 
Nach dreifacher Perfusion wurde 1 Probe genommen und die Lésung mit 
Einzelportionen von (NH,),CO, (1,5 g in 50 com RL) versetzt, in der Regel 
8 mal d. h. zumeist bis zum Ablauf der 11. Perfusion. In manchen Ver- 
suchen wurde die Perfusion noch fortgefiihrt, jedoch ohne Zusatz von 
(NH,),CO, und auch dann wurde eine Probe zur Untersuchung genommen. 
Nach Abschlu8 der Perfusion folgte Bestimmung des Lebergewichtes. In 
einigen Fiillen diente dieselbe Leber fiir Doppelve:suche (in ‘Tabellen mit 
a u. b) mit zwei verschiedenen Lésungen. Nach Perfusion mit der einen 
wurde die Leber mit Ringerlésung durchgespiilt und daraut mit der anderen 
Lésung die Perfusion wiederholt. Im Durchschnitt dauerte der Umlauf 
einer Perfusion 9 Minuten, d. h. je Minute durchflossen 110 cem Lésung 
die Leber. 

Als Perfusionslésung dienten: 

a) Ringer- Locke (NaCl-8,0: 1000; KCl 0,2; CaCl, 0,2, NaHCO, 0,1: 
Glykose 1,0). 

b) Serum aus defibriniertem Blut, am Tage des Versuches oder am 
Vortage entnommen und zentrifugiert vor der Perfusion. Fiir Versuch 20 
kam Serum als solches zur Verwendung, fiir Versuch 27 u. 30 in Verdinnung 
mit RL (vgl. Tab. 11). 

c) Defibriniertes Blut mit RL verdiinnt, entweder Pferde- oder Hunde- 
blut. Das Pferdeblut wurde 2—4 Stunden vor dem Versuch entnommen, 
in Eis abgestellt. In Versuch 3 war RL durch Tyrodelésung ersetzt. 

d) Serum + Erythrocyten (Pferd) + physiol. NaCl-Lésung. In frischem 

*) In das Gewicht eingeschlossen sind Diaphragmarest und Kanii!en. 
Die in anliegender Tabelle angegebenen Gewichtszahlen, vor und nach dem 
Versuch, zeigen somit nur Schwankungen des Fliissigkeitsgehaltes an. 
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defibriniertem Pferdeblut unter Eiskiihlung abgestandenes Serum wurde nach 
2—3 Stunden vorsichtig abgehebert, die Erythrocyten durch Sedimentation 
und nachfolgende Ausschleuderung abgeschieden, dreifach in physiologischer 
Lésung gewaschen und in entsprechendem Verhiiltnis (vgl. diesbeziigliche 
Tabellen) dem Gemisch serumphysiologischer Lisung zugesetzt. 

e) Abgespiilte Pferdeerythrocyten in RL. In vorstehend angegebener 
Weise behandelte Er. zu RL in entsprechendem Verhiiltnis zugesetzt (vgl. 
diesbeziiglichen Tabellen). 

f) Ungespiilte Erythrocyten in RL. In gleicher Weise, wie angegeben, 
behandelte Er. ohne Spiilung in physiologischer Lésung. 

g) Glykolytisch unwirksame (abgestorbene) Erythrocyten in RL. Steril 
entnommenes Blut (Pferd, Hund) wurde in Kolben mit Glasperlen defibriniert, 
durch sterile Marle in einem sterilen Kolben abfiltriert und unter Watte- 
verschluB fiir 2—3 Tage im Thermostat bei 37—38°C abgestellt. Die Probe 
wurde auf Sterilitit gepriift (Frau Dr. Karetnikow sagen wir dafiir besten 
Dank). Nach Abstehen im Thermostat wurden durch Ausschleudern mit 
nachfolgender Waschung die Erythrocyten abgeschieden. Diese gewaschenen 
und glykolytisch unwirksam gewordenen Erythrocyten vermischten wir mit RL. 

h) Hiimolysierte Erythrocyten. 

Auf die iibliche Weise gewonnene Erythrocyten konnten wir durch 
Aq. dest. allein nicht vollkommen hiimolysieren. Daher wurden sie 4—5 fachen 
Gefrieren und Auftauen unterworfen. 

i) Oxyhiimoglobinlésung in RL. 

Nach Hoppe-Seyler gewonnene Oxyhimoglobinkrystalle in RL ge- 
list zu 10°/, (O-Hb-Bestimmung nach Sahbli). 

Bestimmung der glykolytischen Wirkung. (Modifiziertes Ver- 
fahren nach Rona u. Wilenko). Vor Abstellung im Thermostat (vgl. g) 
wurde ein Teil des sterilen Blntes mit annihernd je 10 cem in 3— 4 sterile 
Erlenmeyerkolben abfiltriert. Einer der Kolben erhielt sofort einen Zusatz 
von 0,4 cem steriler physiologischer NaCl-Lisung mit 10°/, Glycosegehalt 
und alsbald bestimmten wir den Zuckergehalt nach Hagedorn-Jensen. 
Dieser und die anderen Kolben nebst dem Rest des Versuchsblutes wurden 
darauf im Thermostat abgestellt. Nach Ablauf von 20—25 Stunden be- 
stimmten wir von neuem den Zuckergehalt im ersten Kolben, um den Grad der 
in dieser Zeit eingetretenen Glykolyse festzustellen. Darauf versetzten wir 
den Inhalt des nichsten Kolbens mit der gleichen Zuckermenge, bestimmten 
den Zuckergehalt und stellten den Kolben in den Thermostat. Nach weiteren 
20—25 Stunden neue Zuckerbestimmung. In der gleichen Weise wurden 
die Bestimmungen fiir die iibrigen Kolben gemacht. 

Den Harnstoff bestimmten wir nach Fosse: Lésung 30 cem (der 
betr. Probe), Tanretreagens 30 ccm, Filtrat 20 cem, Eisessig 20eem. Diese 
Mischung wurde darauf zu 1/20 mit frisch hergestellter 10°/,-Lésung von 
Xanthydrol in Eisessig, also 2,0 ecm versetzt, in 5mal wiederholter Gabe zu 
gleichen Teilen, nach je 10 Minuten und dann fiir 1 Stunde abgestellt. Ab- 
weichend von Fosses Vorschrift filtrierten wir nicht durch Konkavfilter, 
sondern durch Tiegel mit poréser Platte (Firma Schott und einheimische 
Produktion Institut fiir Optik). Dieses Filtrierverfahren ist bequemer als 
das Originalverfahren. Stets machten wir Parallelbestimmungen. Die Zahlen- 
werte in den Tabellen sind der Durchschnitt von je zwei bald tiberein- 
stimmenden, bald wenig voneinander verschiedenen Parallelbestimmungen. 
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Experimenteller Teil. 


Die allgemeine Anordnung der Versuche ist im vorstehenden 
eingehend geschildert. Wir geben daher hier die Versuchsergebnisse 
tabellarisch geordnet, mit einigen Erklarungen.*) 

Da fiir alle Versuche, der vorliegenden und der folgenden Serien 
(vgl. Tab. I), von Harnstoff befreite Leber zur Verwendung kam, so 
muB als gesichert gelten, daB bei bestehender Harnstoffanreicherung, 
unabhiingig davon, ob die urspriingliche Perfusionslésung harnstoff- 
haltig war oder nicht, die tatsichliche Anreicherung in Milligramm- 
prozent gréBer sein muB, als es den tabellarischen Zahlenwerten 
entspricht. Das liegt an dem Ausgleichungsstreben des Konzen- 
trationsverhiltnisses fiir Harnstoff und dadurch bedingten Uber- 
gang eines ‘l'eiles desselben in die Leber mit Abnahme des 
Harnstoflgehaltes in der Lésung. Jn 8 von 11 Versuchen dieser 
Serie konnte keine Harnstoffbildung nachgewiesen werden, in 
zwei Versuchen (14a und 19a) betrug sie etwa 1,0 mg°/, und in 
Versuch 12a bis 4,0 mg °/,. In 9 von 11 Versuchen (12a, 13b, 14a, 
19a, 41b, 42b, 43b, 44b, 45b) kam Leber im Doppelversuch 
zur Verwendung. In Versuch 12a, 14a, 19a diente sie sofort 
nach Durchspiilung den Versuchen dieser Serie. In Versuch 13b 
kam Leber zur Verwendung nachdem sie unmittelbar vorher mit 
defibriniertem Blut + RL behandelt war. In Versuch 41b und 
42b wurde die Leber zuerst von himolysierten Erythrocyten + RL 
passiert und in Versuch 44b und 45b von OHb-Lésung + RL. 
In allen diesen Doppelversuchen wurde die Leber, nachdem die 
eine Lésung passiert war, vor Behandlung mit der anderen, mit 
RL durchspiilt. 

In Versuch 1 und 2 erhielt RL Glykosezusatz, in der An- 
nahme, daB Harnstoffbildung vielleicht ausgeblieben war, weil 
Glykose fehlte. Die Ergebnisse zeigen, daB dieser Glykosezusatz 
erfolglos geblieben ist. 

Hier ist zu beriicksichtigen (vgl. Tab. II), daB die durchspiilte 
Leber frei von Harnstoff ist, daB dagegen das Serum Harnstoff ent- 
hielt. Die fiir das Gemisch Serum+ RL festgestellte Harnstoffmenge 
bezieht sich auf den Serumharnstoff. Es ist bekannt, daB der 
Harnstoff annihernd gleichmiBig verteilt ist zwischen dem Organ- 
gewebe und der es umspiilenden Lésung. Um daher eine richtige 


*) Die Zahlen in Bruchform neben den Harnstoffmengen bedeuien: 
der Zihler = die Anzahl der Umliufe bis zur Probe, der Nenner = Zeit 
in Minuten. ? bedeutet, daB die Umlaufszahl nicht bestimmt war. 
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Vorstellung iiber die Anreicherung des Harnstoffs in Milligramm- 
prozent zu gewinnen, hitten die gefundenen Zahlenwerte ciner 
entsprechenden Korrektur bedurft. So z. B. fiir Versuch 27 war 
der Harnstoffgehalt vor der Perfusion 11,3 mg°/,, somit 113 mg 
in 1000 ccm Lésung. Diese 113 mg miissen beim Perfundieren sich 
verteilen auf die 1000 ccm-Lésung, auf 50ccm RL, sowie auf die 
Leber. Folglich muB die Konzentration des Harnstoffs in der Lésung 
bei der Perfusion abnehmen im Vergleich mit der initialen Kon- 
zentration. Um nun die Anreicherung des Harnstoffs in Milli- 
grammprozent zu errechnen, muB dieser herabgesetzte Konzen- 
trationsgrad von dem endlichen Zahlenwert abgerechnet werden. 
Auf diese Umrechnung haben wir verzichten miissen, weil uns 
das Gewicht der in den Versuch gestellten Leber abging. In- 
dessen ist der Fehler nicht wesentlich, weil die Umrechnung ein 
ganz geringes Anwachsen der Zahlenwerte bedingen wiirde, nach 
unserer Schitzung wiirde die Anreicherung anstatt der angegebenen 
0,8 und 1,4 den Wert von 3—4 mg°/, erreichen. 

Diese Versuche (vgl. Tab. III) bezweckten die Bedeutung des Zu- 
satzes von Blut in verschiedener Menge zu RL fiir die Harnstoff- 
bildung kennenzulernen. Zu beachten ist, daB in manchen Ver- 
suchen (3 und 21) die nach 5 baw. 3 Umlaufen genommenen Proben 
einen geringeren Harnstoffgehalt hatten, als diejenigen nach dem 
3. Umlauf bzw. die initiale Lésung. Das ist insofern verstiindlich, 
als sich hier zwei parallele Vorginge abwickeln, und der erste mit 
Ausgleichung der Konzentration, der andere mit Harnstoffbildung 
verkniipft ist. In den angefiihrten Versuchen war somit der Ver- 
lust auf Kosten des Ausgleichs gréfer, als die Anreicherung infolge 
der Harnstoffbildung. In Versuch 12b haben wir beim AbschluB 
die Leber auf Harnstoffgehalt bestimmt mit dem Ergebnis, dab 
die Konzentration iibereinstimmte mit derjenigen der letzten 
Portion der Perfusionslésung. 

In Versuch 22, 23, 25, 26 (vgl. Tab. IV), war die Perfusions- 
lésung von Anfang an harnstoffhaltig und zwar deswegen, weil 
die Erythrocyten entweder ungeniigend (Versuche 24 und 26) oder 
auch gar nicht gewaschen waren (22 und 23). 

Grundlegend fiir diese (vgl. Tab. V) Versuchsreihe war die durch 
Astanin und Rubel?) (1928) erfolgte Feststellung, daB Harnstoff- 
bildung an die Gegenwart intakter Erythrocyten gebunden ist, 
wahrend nach Kawashima®) (1922) der Verlust glykolytischer Be- 
fahigung bei Erythrocyten darauf hinweist, daB sie abgestorben sind. 
Wir wollten daher zunichst priifen, ob glykolytisch wirksame und 
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glykolytisch unwirksame Erythrocyten fir die Harnstoffbildung 
gleichwertig sind, jedoch weiterhin wurden unsere diesbeziiglichen 
Uberlegungen hinfallig, nachdem unsere Versuche (vgl. Tab. VI 
und VII) gezeigt hatten, daB Astanin und Rubel sich getauscht 
haben. 

Es handelt sich hier (vg]. Tab. VI) um Doppelversuche. Nach 
abgeschlossener Perfusion erfolgte Spiilung der Leber mit RL 
und darauf Perfusion mit RL + (NH,),CO, ohne Er (vgl. Tab. I). 
In Gegenwart himolysierter Erythrocyten hatte sich Harnstotf 
gebildet, wiihrend bei der nachfolgenden Perfusion mit RL + 
(NH,),CO,, Harnstoffbildung ausblieb. 

Auch hier (vgl, Tab. VII) sind es Doppelversuche und die 
Kirgebnisse sind die gleichen, wie mit himolysierten Erythrocyten. 

Diese Versuche (vgl. Tab. VIII) bezweckten die Feststellungen, 
wie rasch die Konzentration des Harnstoffs zum Ausgleich kommt 
und in welchem Verhiltnis sie in der Lésung und der von ihr 
umspiilten Leber sich befindet. Wie der Versuch 47 zeigt, so geht 
der Ausgleich der Konzentration des Harnstoffs sehr rasch vor 
sich, wie bereits Marshal und Davis?®) (1914) festgestellt haben. 

Da wir den Harnstoffgehalt zwecks Feststellung des Konzen- 
trationsverhiltnisses in der Lésung und von ibr umspiilter Leber, 
nicht unmittelbar nach der Perfusion bestimmten, sondern erst 
spiiter (in Versuch 47 nach einigen Stunden), so hatte fur Ver- 
such 47 offenbar in der Leber bereits Autolyse begonnen. Dagegen 
lassen sich fiir Versuch 46 iiber Autolyse keine bestimmten Schliisse 
ziehen. Wir kommen hierauf noch zuriick bei Besprechung der 


Ergebnisse. 
Besprechung der Ergebnisse. 


Wie aus Tab. I hervorgeht, findet bei Perfusion mit RL 
allein aus Ammoniumcarbonat keine Harnstoffbildung _ statt. 
Wenn in drei Versuchen (12a, 14a und 19a) Harnstoff dabei in 
ganz geringer Menge nachweislich war, so ist dieser Befund als 
Kinwand hinfallig, weil 1. der Harnstoff in allzu geringer Menge 
und 2. erst 60—90 Minuten nach Beginn der Perfusion auftrat. 
Wir stehen damit in Kinklang mit Clementi’) (1917), auch mit 
Astanin, Kriwsky und Rubel *)(1928) (S. 250, vgl. Tab. VII u. VIII) 
und haben bloB Léffler®) (1918) (S. 263) gegen uns. Dieser 
Autor hatte im Laufe einer Stunde die Leber (Hund) mit RL unter 
NaHCO,-Zusatz perfundiert mit dem Ergebnis, daB aus NH,Cl Ur* 
mit 13 mg-°/, angereichert wurde. Nach AbschluB des Versuches 
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konnte fiir die Gesamtmenge der Fliissigkeit eine Abnahme an 
den NH,-Gehalt um 153,4 mg nachgewiesen werden, was einer 
Harnstoffmenge von 260 mg entspricht, wihrend nur 203 mg ge- 
bildet wurde, Es ist anzunehmen, daB der Ammoniakverlust 
geringer war, als der Berechnung des Autors entspricht, weil es 
z. T. fir den Konzentrationsausgleich zwischen Lisung und Leber 
(der urspriingliche NH,-Gehalt der Liésung, bevor Chlorammonium 
zugesetzt war, betrug 1,4 mg-9/,) aufgebraucht worden ist. Ubrigens 
gibt der Autor selbst zu, daB NH, z.'T. von der Leber zuriick- 
gehalten worden ist, sofern sie nach dem Versuch nicht sorg- 
faltig durchspiilt wurde. Es kommt noch hinzu, daB die Ver- 
suchsleber dem Hunde nach 4 Hungertagen entnommen war und 
lingeres Hungern auch in blinden Versuchen zu Harnstoff- 
anreicherung fiihrt. 

Léfflers eigener Versuch Nr. 27 (Kaninchenleber) steht in 
einem gewissen Widerspruch zu seiner Angabe, dab auch RL 
allein Urt-Bildung bedingt. Fir die Perfusion wurde 1100 ccm 
RL -+ 30 ccm Blut genommen. Aus der zugesetzten Oxyphenyl- 
ithylaminlésung hatte sich kein Harnstoff gebildet, obwohl in 
Versuch 26 (Hundeleber), bei Durchstrémung mit RL 900 ccm + 
Blut 400 ccm in erheblicher Menge Harnstoff entstanden war. 
Vas Ausbleiben der Harnstoffbildung* (Versuch 26) will der 
Autor .auf den geringen Blutgehalt der Lésung zuriicktfiihren 
und nicht auf eine prinzipielle Verschiedenheit des Verhaltens 
der Pflanzenfresser gegeniiber den Fleischfressern“ (S. 294). 

Was die Ergebnisse mit Serum allein und mit Serum und 
RL anlangt, so handelt es sich um verschwindend geringe Urt- 
Anreicherung, selbst wenn der Ausgleich der Konzentration, wie 
oben erwahnt, in Riicksicht gezogen ist. Diese Schlubfolgerung 
entspricht vollkommen den Angaben von Astanin und Rubel 
(S. 70, vgl. Tab. V) ttber eine Zunahme von 1,1—1,8 mg-°/, in 
ihren Versuchen. 

Die Versuche mit Zusatz von defibriniertem Blut bezweckten 
die Bestimmung der fir Harnstoffbildung erforderlichen mini- 
malen Blutmenge. Der Grenzwert fiir ein solches Minimum last 
sich nicht genau feststellen, sofern ein jeder Versuch neben dem 
Zusatz von Blut auch andere nicht diskontierbare Faktoren 
involviert, DaB der Zusatz von Blut in gewissen Grenzen yon 
quantitativer Kinwirkung ist, das zeigen die in Taf. III zusammen- 
gestellten Angaben (vgl. auch Versuch 27 von Léffler). 

Uber das Waschen der Erythrozyten gewinnt man den Kin- 
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druck, daB die Harnstoffbildung etwas lebhafter ist (Taf. IV), 
wenn ungewaschene oder mangelhaft gewaschene Er. RL zu- 
gesetzt sind, als wenn sie sorgfiltig gewaschen waren. 

Mit glykolytisch unwirksamen Er. wurde Anreicherung fiir 
Ur* erzielt, jedoch ist hier hervorzuheben, daB in der ersten 
halben Stunde die Harnstofi bildung entweder gar nicht (Versuch 34, 
35, 36 und 338) vor sich geht oder nur ganz unerheblich ist 
(Versuch 33). 

Auch der Zusatz himolytischer Er zu RL gibt Ur*-Bildung. 
Desgleichen erfolgt Harnstoffbildung unter dem Hinfluf 
von Oxyhimoglobinlésung. Wie mit glykolytisch unwirksam 
gewordene Er., so ist auch hier die Harnstoffbildung gehemmt in 
den ersten 2U Minuten. Damit soll nicht gesagt sein, daB sie 
giinzlich felilt, jedoch wird sie, wenn iiberhaupt, so in sehr ge- 
ringer Menge gebildet und entgeht der Bestimmung um so mehr, 
als sie auf das ganze Volumen von Lésung und Leber verteilt ist. 

Die Harnstoffbildung kann offenbar nicht auf Autolyse der 
Leber zuriickgefiihrt werden, wie aus unseren Versuchen mit RL 
allein und aus den Doppelversuchen mit derselben Leber hervor- 
geht. Werden himolysierte Er. oder Oxyhimoglobinlésung RL 
zugesetzt, so tritt die Befaihigung der Leber, aus Ammoniumn- 
carbonat Harnstoff zu bilden, zutage und es kommt zu Anreicherung 
desselben. Dagegen liefert dieselbe Leber unter Durchstrémung 
mit RL allein keinen Harnstoff und dieser ist in der Lisung 
weder vor noch nach der Durchstrémung nachweisbar. Diese 
Tatsache beweist auch, daB bakterielle EKinwirkung hier un- 
beteiligt ist. 

Es kann als gesichert gelten, sowohl auf Grund unserer Ver- 
suche, als auch derjenigen der zitierten Autoren, daB RL allein 
in der Leber keine Harnstoffbildung aus (NH,),CO, bedingt. Um 
diese Wirkung zu erzielen, ist die Gegenwart entweder von Er. 
(intakt oder hiimolysiert) oder von Oxyhimoglobinlésung un- 
erliiblich. Soweit aus den Versuchen hervorgeht, geht dabei die 
Harnstoff bildung unter O—Hb-Wirkung etwas schwicher vor sich 
als unter der Kinwirkung von intakten oder hamolysierten Er. 
Indessen ist nicht ausgeschlossen, da’ mit zunehmendem O—HD- 
Gehalt die Harnstoffbildung steigen kann. Serumzusatz bedingt 
Anwachsen der Harnstoffbildung, dagegen ist diese ganz un- 
erheblich, wenn Serum allein verwendet wird. 

Hiermit erscheint die Folgerung berechtigt, daB die Harn- 
stoffsynthese in der Leber an geniigende Versorgung 
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mit Sauerstoff gebunden ist. In welcher Weise die Harn- 
stoffbildung selbst in ihrem Chemismus durch Sauerstoff be- 
einfluBt wird, das entzieht sich noch unserer Kenntnis, entweder 
handelt es sich hier um seine direkte Beteiligung oder er wirkt 
auf dem Wege iiber die Leberzelle, diese zur Synthese befihigend. 

Sofern Willstitter und Pollinger?!*) (1923) nachgewiesen 
haben, daB dem O—Hb Per-Oxydasewirkung zukommt, so ist 
nicht ausgeschlossen, da hier, neben Sauerstoftiibertragung, eine 
derartige Wirkung des O—Hb vorliegt. Auf die Bedeutung des 
Sauerstoffs fiir die Harnstoffbildung in der Leber weisen unter 
anderen Fiske und Karsner‘) (1913/14) hin, nachdem, in Wider- 
spruch mit anderen Autoren (Salaskin, Léffler), in ihren Leber- 
perfusionsversuchen aus Glykokoll kein Harnstoff hervorgegangen 
war, was von Jansen’) (1915) auf mangelhafte Arterisation des 
Blutes in diesen Versuchen zuriickgefiihrt wird. 

Fiir die nicht unwahrscheinliche Anregung der Harnstofi- 
bildung durch Serum sind von Interesse die Angaben iiber Er- 
hdhung des Oxydationsprozesses vermittelt Serumzusatz. So hat 
Warburg!) (1910/11) an Erythrozyten des Ginseblutes Anregung 
der Oxydation nach Serumzusatz beobachtet. Meyerhof, Loh- 
mann und Meier?) (1925) haben gezeigt, daB die Atmung der 
Leberzellen viel lebhafter ist in Gegenwart von Serum, als in 
gepufferter RL, und daB, an Leberschnitten von hungernden Ratten 
in Serum, im Vergleich zu RL mit Traubenzuckergehalt, die 
Atmung um 50—100°/, ansteigt. Ferner gibt Horn’) (1930) 
an, daB Er. des Ginseblutes in Fleschl-Lésung suspendiert, 
unter Serumzusatz erheblich mehr Sauerstoff aufbrauchen. Ein 
besonderes Interesse in dieser Hinsicht beanspruchen Meyerhofs 
und seiner Mitarbeiter eingehende Untersuchungen. In welchem 
seiner Bestandteile das Serum hier zur Auswirkung kommt, ist 
unbekannt. Horn hat dialysiertes Serum gepriift und gefunden, 
daB sowohl das Dialysat, wie auch die dialysierte Lésung die 
Oxydation anregt, und daher glaubt er annehmen zu sollen, daf 
nicht eine einzige, sondern eine Mehrheit von Substanzen im 
Serum diese Wirkung hat. 

Wir haben bereits erwihnt, daB in einigen Fillen nach Ab- 
schluB des Versuchs wir die Leber auf ihren Harnstoffgehalt unter- 
sucht haben (vgl. Tab. I, Versuch 1, Tab. II], 12b, Tab. VIII 46 
u. 47). Im ersten Fall war nichts nachzuweisen (auch nicht in der 
Perfusionslésung). In Versuch 12b enthilt die Leber 3,1 mg-°/,, 
die Lésung 3,2 mg-°/,; in Versuch 46 die Leber 26,5 mg-°/,, die 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVI. 10 
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Lésung 26,4 mg °/,; in Versuch 47 die Leber 63,5, die Lésung 
25,0 mg°/,. Der hohe Harnstoffgehalt der Leber in Versuch 47 
kann nur auf beginnende Autolyse zuriickgefiihrt werden. Zwischen 
AbschluB des Versuchs und Leberpriifung lagen nicht unter 2 Stunden 
und die Autolyse ist bei Zimmertemperatur, auch bei niedriger, 
am lebhaftesten in den ersten Stunden (Salaskin u. Solowjew!?). 
Daher ist es nicht unmdglich, daB die fiir Versuch 12b u. 46 ge- 
fundenen Zahlenwerte etwas hoher sind, als sie in Wirklichkeit 
zum AbschlnB des Versuchs waren. 

Da in der Leber beim Liegen recht bald Autolyse einsetzt, 
ist Vorsicht geboten, wenn man bestimmen will, wie lange die 
Leber beim Liegen befihigt bleibt Harnstoff zu bilden. Vielfach 
wird auf Salomon!’) (1884) verwiesen, in dessen Perfusionsversuch 
Schafsleber noch nach 7-stiindigen Liegen aus Ammoniumcarbonat 
Harnstoff zu bilden vermochte. Salaskin u. Solowjew?*) haben 
in der Leber bei 21 Stunden Thermostatenaufenthalt Harnstofi- 
anreicherung um 122,5 mg-°/, (vgl. Versuch 7 8S. 35) festgestellt. 
Salomon hat bei 3'/,-stiindiger Perfusion, nachdem die Leber 
vorher 7 Stunden gelegen hatte, Anreicherung um 24,5 mg °/, ge- 
funden und es ist sehr wahrscheinlich, dab in diesem Versuch 
der Harnstoffbildung Autolyse zugrunde gelegen hatte. Ks ist 
somit erforderlich fiir Perfusionsversuche, die dem Versuchstier 
sofort nach Todeseintritt entnommene Leber zu verwenden, unter 
Beriicksichtigung des Zustandes des Tieres. In der Verdauungs- 
periode ist das Tier nicht verwendbar, indem Perfusion der Leber 
mit Blut auch ohne irgendwelchen Zusatz Harnstoffanreicherung 
bedingen wiirde. Auch vorausgegangenes andauerndes Hungern 
ist nicht zuempfehlen. Léffler®) weist darauf hin, daB alle blinden 
Versuche mit Blutperfusion der Leber an hungernden Tieren von 
deutlicher Harnstoffanreicherung gefolgt sind und es scheint, da 
die Anreicherung anwiichst, wenigstens bis zu einer gewissen Grenze, 
mit der Dauer des Hungerns. Das ist auch verstiindlich, wenn 
beriicksichtigt wird, daB im Hungerzustand die Organe an Ge- 
wicht verlieren (Voit}4). Hine Katze hatte am 13. Hungertage 
57°), ihres Lebergewichtes eingebiiBt (auf Trockenriickstand be- 
zogen). Im Gewichtsverlust beim Hungern steht die Leber an 
3. Stelle (Katze nach Voit, und an 4. die Taube nach Chossat). 
Dieser Gewichtsverlust geht auf Rechnung des Zellzerfalls, wobei 
aus Arginin Harnstoff gebildet werden kann. Ks ist daher vor- 
zuziehen, die Leber nach einem einzigen, héchstens nach zwei 
Hungertagen zu entnehmen. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei Verwendung von Ringer-Locke-Liésung allein als 
Perfusionslésung tir Hundeleber, bleibt Harnstoffbildung aus 
Ammoniumcarbonat aus. 

2. Serum, sowohl mit RL verdiinntes wie auch unverdiinntes, 
gibt Harnstoff in ganz geringer Menge. 

3. Bei Zusatz von Erythrocyten, sei es intakter oder hiimo- 
lysierter oder auch von Oxyhimoglobinlésung zu RL, wird 
bei Leberperfusion Harnstoff gebildet. Damit die Leber zu 
Harnstoffsynthese befaihigt ist, ist geniigende Sauerstoffzufuhr 
unerlaBlich. 
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Die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz 
und ihre Bildung. 
Von 
R. Klement. 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus der anorganischen Abteilung des Chemischen Instituts der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1931.) 


Vor einiger Zeit ist aus Analysen von frischen Knochen und 
von anorganischer Knochensubstanz und insbesondere aus Lésungs- 
versuchen dieses Stoffes abgeleitet worden, daB die Hauptmenge 
der anorganischen Knochensubstanz von einem basischen Calcium- 
phosphat von der summarischen Zusammensetzung 3Ca,(PQ,),- 
Ca(OH), gebildet wird.') In weiteren Untersuchungen sollte fest- 
gestellt werden, ob es gelingt, dieses basische Calciumphosphat 
unter Bedingungen, wie sie den Verhiiltnissen im lebenden Kérper 
entsprechen, darzustellen. Uber die Ergebnisse dieser Versuche 
wird nachstehend berichtet. 

Basisches Calciumphosphat ist zum ersten Male von Bassett’) 
beschrieben worden, der es aus Phosphatlésungen und Calcium- 
hydroxyd dargestellt hat. Er vermutet, daB diese Verbindung in 
der Knochensubstanz enthalten sein miisse, ohne jedoch den Be- 
weis fiir diese Annahme zu liefern. Seiner Zusammensetzung 
nach gehért das basische Calciumphosphat zum Typus der Apa- 
tite, fiir die A. Werner’) eine komplexe Formulierung vorgeschlagen 
hat, ohne diese jedoch experimentell begriinden zu kénnen.*) 

Nach Untersuchungen von Shear und Kramer’) ist als 
erstes Abscheidungsprodukt bei der Bildung von Knochen sekun- 





1) Klement, Diese Z. 184, 132 (1929). 

*) J. Chem. Soe. London 111, 638 (1917). 

*) Ber. chem. Ges. 40, 4441 (1907). 

‘) Werner-Pfeiffer, Neuere Anschauungen usw., 5. Aufl., S. 210 (1923). 

5) J. of biol. Chem. 79, 105 (1928). Diese Autoren finden keinen An- 
haltspunkt fiir das Vorhandensein von Ca,(PO,), im Knochen. 
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dires Calciumphosphat CaHPO,-2H,O mit Sicherheit anzunehmen. 
Dieser Stoff diente deshalb bei allen Untersuchungen als Aus- 
gangsmaterial. Sekundires Calciumphosphat empfiehlt sich auch 
vom chemischen Standpunkt aus, da nach den Arbeiten von 
Danneel und Frohlich’) das tertiiire Calciumphosphat Ca,(PO,), 
nur unter genau einzuhaltenden Bedingungen dargestellt werden 
kann. Die Frage, ob es auch unter solchen Bedingungen iiber- 
haupt ein chemisches Individuum oder ein Gemenge verschiedener 
basischer und saurer Calciumphosphate ist, ist von diesen Forschern 
im Sinne eines Gemenges beantwortet worden. Sekundires Cal- 
ciumphosphat ist dagegen in stets einwandfrei gleicher Zusammen- 
setzung zu erhalten und ist bestimmt einheitlich. 

Wird sekundires Calciumphosphat mit Phosphatpufferlésungen 
von verschiedener Siurestufe behandelt, so geht es durch Hydro- 
lyse zuniichst in einen Stoff iiber von der Zusammensetzung des 
,tertiiren Calciumphosphats“ nach der summarischen Gleichung: 
3CaHPO, = Ca,(PO,), + H,PO,. 

Die Versuche wurden so ausgefihrt, daB sekundires Calcium- 
phosphat bei 37° im Thermostaten mit den Pufferlésungen ge- 
schiittelt wurde. Anfiinglich wurde die Lésung tiiglich sorgfiltig 
vom Bodenkérper abgezogen und durch neue Lésung ersetzt 
Nach 6 Tagen, nachdem schon die Hauptmenge des sekundiren 
Calciumphosphats hydrolysiert worden ist, wurde die Lésung nur 
noch alle 83—4 Tage erneuert. Durch diese Anordnung wurde 
erreicht, daB die Umsetzung sich unter immer gleichen Bedingungen 
voliziehen konnte. Zu geeigneten Zeiten wurden dem Bodenkérper 
kleine Proben zur Analyse entnommen. 

Die gréBte Menge des in Behandlung genommenen sekundiren 
Calciumphosphats geht bei der Siurestufe py: = 7,7 schon inner- 
halb von 2 Tagen in ,,tertiires Calciumphosphat“ tiber. Dann 
verlauft die Hydrolyse langsamer, weil wahrscheinlich das sekun- 
dire Calciumphosphat von den Reaktionsprodukten eingebiillt 
wird, so da der notwendige Lésungsaustausch langsamer von- 
statten geht. Nach etwa 3 Wochen erst ist alles sekundire Cal- 
ciumphosphat zu einem Stoffgemisch von der Zusammensetzung 
des _,,tertiiren Calciumphosphats“ umgewandelt. Hier aber macht 
die Hydrolyse nicht halt, sondern das Reaktionsprodukt verliert 
weiter PO,” und geht langsam in basisches Calciumphosphat 





') Z. f. anorg. u. allg. Chem. 188, 14 (1930); Z. f. Elektrochem. 36, 
302 (1930). 
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iiber. In der Figur sind die Ergebnisse dieser Versuchsanord- 
nung zeichnerisch dargestellt. Auf der Abszisse ist die Zeit in 
Tagen, auf der Ordinate das Verhiiltnis Ca: PO, in dem Reaktions- 
produkt aufgetragen. Dieses Verhiltnis ist im sekundaren Cal- 
ciumphosphat = 1:1,00, im .,tertiiren Calciumphosphat* = 1: 0,667 
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und im basischen Calciumphosphat der eingangs erwihnten Zu- 
sammensetzung = 1:0,60. Die gezeichnete Kurve zeigt den 
schnellen Verlauf der Hydrolyse in den ersten Tagen, dann den 
allmiihlichen Ubergang in_,,tertiires Calciumphosphat“. Beim 
Ubertritt in das Gebiet des basischen Calciumphosphats hat die 
Kurve einen deutlichen Wendepunkt. Der tiefste Punkt, der bei 
diesem Versuch erhalten wurde, lag bei dem Verhiltnis 1: 0,612, 
das ist nahezu der fiir das basische Calciumphosphat verlangte 
Wert. Wird das so gewonnene Produkt in derselben Weise wie 
zuvor weiterbehandelt, so tritt bemerkenswerterweise keine weitere 
Hydrolyse ein, sondern diese geht zuriick, und es bildet sich ein 
weniger basisches Calciumphosphat. 

Fiir eine Versuchsreihe mit einer Phosphatpufferlisung von 
der Siurestufe py = 8,3 wurden Werte fiir das Verhiltnis Ca: PO, 
erhalten, die mit denen bei py: = 7,7 gefundenen iibereinstimmten, 
wie aus der Figur hervorgeht. Der tiefste Punkt mit dem Ver- 
hiltnis 1:0,60 wurde jedoch nicht festgestellt. Zu der Zeit, zu 
der er erreicht worden wire, wurde keine Probe aus dem Re- 
aktionsgemisch entnommen, weil das Verhalten des _basischen 
Calciumphosphats zu der Zeit dieser Versuchsreihen noch un- 
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bekannt war, und als Arbeitshypothese die Bestindigkeit des 
basischen Calciumphosphats bei den herrschenden Bedingungen 
angenommen wurde. 

Auch mit Phosphatpuffergemischen mit deutlich saurer Re- 
aktion (p,,= 4,5 bzw. 5,9) tritt Hydrolyse des sekundiren Calcium- 
phosphats ein. Bei diesen Versuchen wurden nur wenige Punkte 
testgestellt, die in der Figur verzeichnet sind. In diesen Fallen 
verlauft die Hydrolyse wesentlich langsamer als in alkalischen 
Lésungen. Als wichtiges Ergebnis wurde jedoch auch in diesem 
Falle gefunden, daB die Hydrolyse nicht bei ,,tertiirem Calcium- 
phosphat“ stehen bleibt, sondern da sogar in deutlich sauer 
reagierenden Lésungen ein tiefster Punkt mit dem Verhiltnis 
Ca:PO,=1:0,611 erreicht werden konnte. Aber auch unter 
diesen Bedingungen ist das basische Calciumphosphat unbestiindig 
und verwandelt sich wieder in ein schwiicher basisches Calcium- 
phosphat. 

Als Ergebnis dieser Versuche folgt also, daB es zwar gelingt, 
sekundires Calciumphosphat durch Behandlung mit Phosphat- 
pufferlésungen in basisches Calciumphosphat von nahezu der ver- 
langten Zusammensetzung 3Ca,(PO,), -Ca(OH), umzuwandeln, dab 
dieses jedoch in diesen Lisungen nicht bestindig ist. 

Um dieses Verhalten des basischen Calciumphosphats genauer 
untersuchen zu kénnen, wurde es auf andere Weise dargestellt. 
Das von Lorah, Tartar und Wood!) angegebene Verfahren er- 
wies sich als unvorteilhaft. Es wurde so vorgegangen, daB sekun- 
dares Calciumphosphat mit carbonatfreier Natronlauge, die éfter 
erneuert wurde, unter Fernhaltung der Luft bei 70° 7 Tage lang 
geriihrt wurde. Nach dieser Zeit ist die Umwandlung des sekun- 
diiren in basisches Calciumphosphat von der verlangten Zusammen- 
setzung beendet, ohne daB nachtriiglich eine Verinderung des 
basischen Calciumphosphats eintritt. 

So gewonnenes reines, basisches Calciumphosphat wurde 
sodann mit verschiedenen Phosphatpufferlésungen im Thermostaten 
bei 37° geschiittelt, wobei wieder regelmiBig die Lésung erneuert 
wurde. Zur Anwendung kamen Pufferldsungen der Séurestufen 
Pp, = 7,15 bzw. = 8,3. In regelmiBigen Abstinden wurden dem 
Bodenkérper Proben zur Analyse entnommen. Nach anfinglichen 
Schwankungen des Verhiiltnisses Ca:PO, trat in allen Fallen nach 
2—3 Wochen Konstanz ein bei einem Verhiiltnis Ca: PO, = 1:0,632 


') J. Am. chem. Soc. 51, 1097 (1929). 
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(vgl. S. 152), das sich fernerhin nicht mehr indert.') Dieses Ver- 
hiltnis entspricht einem basischen Calciumphosphat von der em- 
pirischen Zusammensetzung 6Ca,(PO,),-Ca(OH),.2) Durch das 
basische Calciumphosphat ist also bei diesen Versuchen PO,” 
gebunden worden. Es erklart sich nun durch dieses Verhalten 
des basischen Calciumphosphats in phosphathaltigen Lésungen, 
weshalb bei der Hydrolyse von sekundiirem Calciumphosphat mit 
Phosphatpufferlésungen kein basisches Calciumphosphat dargestellt 
werden konnte. 

Es ist also durch diese Versuche die Existenzméglichkeit 
eines neuen basischen Calciumphosphats von der empirischen 
Zusammensetzung 6Ca,(PO,),-Ca(OH), erwiesen. Dieses halb- 
basische Calciumphosphat, wie dieser Stoff genannt werden soll, 
bildet sich entweder bei der Hydrolyse von sekundirem Calcium- 
phosphat in stark phosphathaltigen Lésungen oder aus basischem 
Calciumphosphat und Alkaliphosphat, und es ist nur in phosphat- 
haltigen Lésungen bestandig. Das bisher bekannte basische 
Calciumphosphat der empirischen Zusammensetzung 3Ca,(PQ,), - 
Ca(OH), wird nur in Gegenwart von starkem Alkali gebildet und 
ist nur unter dieser Bedingung bestandig. 

Es laBt sich bei diesen Versuchen natiirlich nicht feststellen, 
ob die Bildung des halbbasischen Calciumphosphats so vor sich 
geht, daB PO,”’ an das Hydroxyd des basischen Calciumphosphats 
gebunden wird, oder ob Calciumhydroxyd herausgelést wird. Mit 
Sicherheit kann aber gefolgert werden, dab eine Formulierung 
des basischen Calciumphosphats als Komplexverbindung seinem 
Verhalten gegen Phosphatpufferlésungen nicht gerecht wird. 
Diese Komplexformel ist nach Werner’) wie folgt zu schreiben: 
[{Ca,(PO,),},Ca](OH),. Eine solche Verbindung miibte mit Phosphat- 
lésungen eine Verbindung der Formel [{Ca,(PO,),},Ca]JHPO, er- 
geben, der das Verhiltnis Ca:PO, = 1:0,70 zukime. Ein solches 
Verhiltnis ist aber niemals gefunden worden, und daher muB die 
komplexe Formulierung des basischen Calciumphosphats und damit 


') Ein solehes basisches Calciumphosphat ist schon vor einiger Zeit 
auf ahnliche Art dargestellt worden; das hierbei gefundene Verhiltnis 
Ca:PO, war = 1:0,629 (Klement, Diese Z. 184, 137 (1929). 

3) Die Schreibweise fiir die Formeln des halbbasischen und basischen 
Calciumphosphats soll lediglich die empirische Zusammensetzung dieser 
Verbindungen angeben, Aussagen iiber den inneren Bau sollen da- 
mit nicht gemacht werden. 

+) a. a. O. 
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der Verbindungen der Apatitgruppe nach Werner aufgegeben 
werden. 

In physiologisch-chemischen Arbeiten iiber die Frage der 
Knochenbildung und -zusammensetzung ’) finden sich Betrachtungen 
iiber die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf das Serum. 
Aus den Berechnungen iiber die Konzentration der Calcium- und 
der Phosphationen wird gefolgert, daB entsprechend der ver- 
hiltnismaibig hohen HPO,’-Konzentration des Serums neben der 
verschwindend kleinen PO,’”’-Konzentration nur das Léslichkeits- 
produkt von sekundirem Calciumphosphat iiberschritten werden 
kann. Nur dieser Stoff kénnte als Bodenkérper abgeschieden 
werden, wohingegen aber im Knochen zumindest ,,tertiiires Calcium- 
phosphat“ vorhanden ist, dessen Léslichkeitsprodukt”) nicht erreicht 
wird. Die Verfasser lassen bei diesen Betrachtungen aufer acht, 
daB alle Calciumphosphate in waiBrigen Lésungen Hydrolyse er- 
leiden, und diese Hydrolyse tritt auch im Korper sofort nach 
der Fallung des sekundiren Calciumphosphats ein. Durch die 
vorstehend geschilderten Versuche ist fiir das sekundire Calcium- 
phosphat gezeigt worden, dab diese Hydrolyse in weitem Mabe 
von der Siurestufe unabhingig ist, und daB sie iiber das ,,tertiire 
Calciumphosphat* hinaus zu halbbasischem Calciumphosphat fiihrt. 
Wenn also, wie Kramer und Shear’) gezeigt haben, sekundires 
Calciumphosphat als erstes Abscheidungsprodukt bei der Knochen- 
bildung auftritt, so erleidet dieser Stoff nach der Ablagerung 
Hydrolyse, die zu halbbasischem Calciumphosphat fihrt, das also 
im Knochen enthalten sein muB. 

Bei den bisherigen Versuchen ist nur die Siurestufe un- 
gefahr den Verhaltnissen im Serum entsprechend eingehalten 
worden. Ein sehr wesentlicher Bestandteil des Serums ist aber 
noch unberiicksichtigt geblieben, niimlich der Carbonatgehalt. 
Uber Versuche mit carbonathaltigen Lisungen wird der folgende 
Teil dieser Arbeit berichten. 

Als Ausgangsstoff diente wieder sekundires Calciumphosphat. 
Dieses wurde mit Tyrodelésung bei 37° behandelt, wobei die 


1) Z. B. Howland u. Kramer, Monatsschr. f. Kinderheilk. 25, 279 
(1923); Robinson, Biochemic. J. 18, 740 u. 752 (1924); KugelmaB u. 
Shol, J. of biol. Chem. 58, 649 (1924). 

*) Da aber tertiires Calciumphosphat eine recht unbestiindige Ver- 
bindung ist, die stark zur Hydrolyse neigt, so sind bisher bekannte Be- 
rechnungen des Léslichkeitsproduktes dieses Stoffes wahrscheinlich ungenau. 

aa %. 
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Lisung regelmibig erneuert und Proben vom Bodenkérper zur 
Analyse entnommen wurden. 

In den ersten Tagen erfolgt die Hydrolyse des sekundiren 
Calciumphosphats in dieser dem Serum weitgehend dhnlichen 
Losung schnell, wihrend sie in der folgenden Zeit langsamer 
vonstatten geht, wie dies auch bei der Hydrolyse in Phosphat- 
pufferlésungen der Fall gewesen ist. Nach etwa 4 Wochen ist 
das Verhiltnis des .,tertiiren Calciumphosphats“ erreicht, und 
nach weiteren 3 Wochen erheblich zum halbbasischen Calcium- 
phosphat hin unterschritten. Bei Anwendung kleiner Mengen 
sekundéren Calciumphosphats (z. B. 1g) erfolgt die Hydrolyse zu 
,tertiirem Calciumphosphat“ bereits innerhalb eines Tages (vgl. 
S. 152 u. 154). Im K6rper wird sie bei der guten Pufferwirkung des 
Serums ebenfalls in kirzerer Frist vor sich gehen, als dies beim 
obigen Modellversuch zu erméglichen war. Das wesentlichste 
Ergebnis dieser Versuchsreihe ist, daB& der Gehalt des Boden- 
kérpers an Calciumcarbonat nur klein ist. Anfanglich lassen 
sich nur sehr geringe Mengen Calciumcarbonat nachweisen, erst 
wenn das ,,tertiiire Calciumphosphat“ erreicht ist, laBt sich etwas 
mehr feststellen. Fir die Verbindung [{Ca,(PO,),}.Ca]CO,, die von 
Gassmann') u. a. als Bestandteil des Knochens angenommen 
wird, wird ein Verhiltnis Ca:CO,; = 1:0,10 gefordert. Das bei 
den hier beschriebenen Versuchen erreichte héchste, konstante 
Verhiltnis Ca:CO, lag aber bei 1:0,038, ist also bei weitem nicht 
fiir die erwiihnte Verbindung ausreichend, die dadurch aufs neue 
einer Stiitze beraubt wird (vgl. Tab. 2, S. 153). Die Menge CO,”- 
Ion, die durch die Tyrodelésung im Laufe des Versuches dem 
sekundiren Calciumcarbonat zugefiihrt worden ist, hatte jedoch 
geniigt, um dessen gesamte Menge in Calciumcarbonat umzuwandeln. 

Zur Erhiirtung des eben geschilderten Befundes wurde reines 
basisches Calciumphosphat mit Tyrodelésung behandelt. Bei 
komplexer Formulierung des basischen Calciumphosphats miiBte 
Carbonatbindung leicht stattfinden. Es werden jedoch nur kleine 
Mengen CO,” durch das basische Calciumphosphat gebunden, 
wobei_ dieses gleichzeitig in halbbasisches Calciumphosphat 
iibergeht. 

SchlieBlich wurde basisches Calciumphosphat mit reiner 
Natriumbicarbonatlésung behandelt. Hier liegen die Verhiltnisse 
ihnlich wie bei der Behandlung mit Tyrodelésung. Auch hier 


oe’ 





1) Diese Z. $3, 403 (1913); 90, 250 (1914). 
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findet nur geringe CO,”-Bindung an das basische Calciumphosphat 
unter gleichzeitiger Bildung von halbbasischem Calciumphosphat 
statt.") 

Aus den letzten 3 Versuchen folgt mit Bezug auf die Zu- 
sammensetzung der Knochenstiitzsubstanz, daB diese ein Gemenge 
sein muB aus Calciumcarbonat und halbbasischem Calciumphos- 
phat, das durch Hydrolyse aus dem zuerst abgeschiedenen sekun- 
diren Calciumphosphat entsteht. Die Hauptmenge der Knochen- 
stiitzsubstanz besteht aus diesem halbbasischen Calciumphosphat, 
wiihrend die Menge des Calciumcarbonats nur klein ist. 

Nach friiheren Versuchen”) wurde auf die Anwesenheit von 
basischem Calciumphosphat in der Knochensubstanz geschlossen, 
aber auch schon darauf hingewiesen, daB nur wenig Calcium- 
carbonat neben jener Verbindung vorhanden sein kann. Hei Ver- 
suchen iiber die Léslichkeit von Knochenstiitzsubstanz hatte sich 
nimlich gezeigt, daB in den ersten Lisungsanteilen groBe Mengen 
CO,” vorhanden sind, woraus geschlossen wurde, daB dieses als 
Alkalibicarbonat in der Knochensubstanz vorhanden sein miiBte, 
da Calciumcarbonat weit kleinere Loéslichkeit besitzt, die die er- 
haltenen hohen Werte nicht erkliren kiénnte. Aus den Gesamt- 
analysen der Knochensubstanz wurde damals errechnet, da’ nur 
rund 2—4°/, CaCO, in der Knochensubstanz enthalten sind. Dieser 
Befund wird auch hier aufrechterhalten. Wenn aber an Stelle 
von basischem halbbasisches Calciumphospat als Hauptbestandteil 
der Knochensubstanz angenommen wird, so ergibt sich ein Cal- 
ciumiiberschuB. Dieser UberschuB wird nach den jetzt gewonnenen 
Erfahrungen als nicht zur eigentlichen anorganischen Knochen- 
substanz gehérig angesehen, sondern wie folgt gedeutet. 





1) Die Berechnung der Analysenergebnisse geschieht in der Weise, daB 
die fiir Ca,(PO,), und fiir CaCO, bendtigten Mengen Ca aus den fiir PO, 
und CO, gefundenen Werten berechnet werden. Die Differenz dieser 
Calciummengen von der gefundenen Gesamtmenge wird als Ca(OH), be- 
rechnet. Beispiel S. 153, Tab. 2, Versuch Nr. 5c): 


Gef. 34,85°/, Ca 50,58°/, PO, 1,27°/, CO, 
50,58 °/, PO, entsprechen 31,99"), Ca, dies entspricht 82,58°/, Ca,(PQO,), 
1,27°/, CO, o 0,85°/, Ca, ,, i 2,12°/, CaCO, 
Fiir Ca(OH), Rest 2,01°/, Ca, ,, - 3,72°/, Ca(OH), 





34,85°/, Ca 
Hieraus ergibt sich das Verhiiltnis Ca,(PO,), : Ca(OH), : CaCO, = 
6:1,130:0,478. Der Stoff besteht also aus halbbasischem Calciumphosphat, 
gemischt mit Calciumcarbonat. 
*) Klement, a.a. O. 
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Der Knochen ist kein starres Gebilde, sondern in dauerndem 
Auf- und Abbau begriffen. Die gebildeten Abbaustoffe werden 
sofort mit dem Serum abgefiihrt werden. Dagegen wird sich stets 
ein gewisser Vorrat an Calcium im Knochengewebe befinden, aus 
dem die Knochensalze wieder gebildet werden. Bei der Gewinnung 
der Knochensubstanz z. B. nach dem Gabrielschen Verfahren !) 
bleibt dieses Calcium im Knochenriickstand und wird analytisch 
erfaBt. Diese Calciummenge entspricht also dem obenerwihnten 
CalciumiiberschuB. 

Eine Calciumbindung durch das Knochengewebe ist von ver- 
schiedenen Forschern angenommen und fiir Callus von Schwarz, 
Eden und Hermann bewiesen worden.*) Ob es sich hier um 
eine wirkliche chemische Bindung des Calciums an das Kiweib 
oder um eine Adsorption handelt, ist nicht sicher entschieden. 
Aus einer Untersuchung von E. Heymann’) iiber die Bindung 
von Elektrolyten an Proteine geht jedoch hervor, daB die sehr 
kleine Bindungswarme von Calciumchlorid an Albumin und Glutin 
eher fiir einen adsorptiven als fiir einen chemischen Charakter 
der Reaktion spricht. 

Demnach wird das Calcium vom Gewebe auch leicht wieder 
abgegeben werden kénnen. Dieser Fall tritt ein, wenn durch eine 
Erhéhung der [HPO,”] das Léslichkeitsprodukt von CaHPO, iiber- 
schritten wird. Diese Erhéhung wird besonders dann erfolgen, 
wenn durch die von Robinson‘) festgestellte Phosphatase die 
organischen Phosphorsiiureester des Serums nach der Gleichung: 
R-0O-PO,H, + H,O = R-OH + HPO,” + 2H’ gespalten werden. 
Die in gréBerer Menge gebildeten HPO,”-lonen reagieren sofort 
mit dem im Gewebe vorhandenen Calcium und bilden sekundires 
Calciumphosphat CaHPO,-2H,0. 

Bei dieser Ausfallung wird das Calcium aus dem Knochen- 
gewebe abgespalten, so daB das sekundire Calciumphosphat sich 
in den Micellen dieses Gewebes einlagert. Die Hydrolyse zu 
halbbasischem Calciumphosphat wird ebenfalls in den Micellen 
des Gewebes stattfinden, so daB das fertige Gemisch aus halb- 
basischem Calciumphosphat und Calciumcarbonat sich in oder 


1) Diese Z. 18, 281 (1894). 

*) Pfaundler, Jahrb. f. Kinderheilk. 60, 123 (1904); Freudenberg 
u. Gyérgy, Biochem. Z. 110, 299 (1920); 115, 96 (1921); 118, 50 (1921); 
Schwarz, Eden u. Hermann, Biochem. Z. 149, 100 (1924). 

8) Kolloid-Z. 50, 97 (1930). 

*) Biochemie. J. 17, 286 (1923). 
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zwischen den Micellen befinden wird, ohne daB die anorganischen 
Stoffe mit den EiweiBstoffen des Knochengewebes chemisch ver- 
bunden sind. Diese Ansicht wird auch von Histologen geteilt.") 

Fiir das Nebeneinander von organischer und anorganischer 
Substanz im Knochen spricht auch der erfolglose Ausgang von 
Versuchen iiber die Darstellung von ,,Amphisalzen“*) zwischen 
Calciumphosphat und Aminosiuren. Verbindungen zwischen Cal- 
ciumhalogeniden und z. B. Glykokoll lassen sich leicht gewinnen.*) 
»lertiires Calciumphosphat“ und auch sekundires Calciumphosphat 
lésen sich in Glykokollésungen zwar bedeutend leichter als in 
Wasser’), aber es gelingt nicht, bestindige Verbindungen aus 
diesen Loésungen zu gewinnen.*) Lost man z. Bb. Diglykokoll- 
calciumchlorid, ferner sekundires Natriumphosphat und Glykokoll 
in Wasser und vereinigt beide Liésungen, so krystallisiert nach 
2 Tagen reines sekundiéres Calciumphosphat aus. Es kann in 
wiBriger Lésung vielleicht das Vorhandensein von Komplexverbin- 
dungen zwischen Calciumphosphaten und Aminosiiuren angenommen 
werden. Da aber solche Verbindungen in Substanz nicht dar- 
gestellt werden kénnen, so sind sie auch im Knochen nicht als 
vorhanden anzunehmen, da dieser ja einen festen Stoff darstellt.®) 

Als Ergebnis dieser Untersuchung kann tolgendes kurz zu- 
sammengefaBbt festgestellt werden: Bei der Knochenbildung wird 
als erstes Ablagerungserzeugnis sekundires Calciumphosphat 
CaHPO,-2H,O abgeschieden. Dieses wird schnell zu _halbbasi- 
schem Calciumphosphat von der empirischen Zusammensetzung 
6Ca,(PO,),- Ca(OH), hydrolysiert, wobei gleichzeitig eine kleine 
Menge Calciumcarbonat entsteht, so daB die anorganische Knochen- 
substanz aus einem Gemenge besteht, das in der Hauptsache halb- 
basisches Calciumphosphat enthalt, dem wenig Calciumcarbonat 
beigemischt ist. Diese anorganischen Knochensalze befinden sich 
frei neben der organischen Knochensubstanz, nicht in chemischer 
Bindung aneinander. In den Knochen befindet sich auBerdem 


1) Persénliche Mitteilung von Prof. Dr. W. J. Schmidt, GieBen. 

2) Pfeiffer, Diese Z. 81, 347 (1912). 

3) Pauli u. Samec, Biochem. Z. 17, 235 (1909). 

‘) Freudenberg u. Gydérgy, Ergebn. d. Kinderheilk. 24, 28 (1923), 

5) Gassmann kat zwar kiirzlich [Diese Z. 192, 61 (1930)} eine Arbeit 
veroffentlicht, in der er ein Amphisalz zwischen Glykokoll und der hypo- 
thetischen Komplexverbindung [{Ca,(PO,),},Ca|CO, beschreibt. Einer wissen- 
schaftlichen Kritik halten die Gassmannschen Untersuchungen aber nicht 
stand, worauf ich bei anderer Gelegenheit bereits hingewiesen habe [Kle- 
ment, Diese Z. 185, 237 (1929)]. 








150 R. Klement, 


stets ein kleiner Calciumvorrat, aus dem neue Knochensubstanz 
aufgebaut werden kann. Das Vorhandensein von Natrium, Kalium, 
Magnesium, Chlor und weiteren Mengen CO,” in der Knochenasche 
erklart sich so, daB sich in den Micellen des Knochengewebes 
Serum befindet, dessen mineralische Bestandteile bei einer Ge- 
winnung der anorganischen Knochensubstanz, z. B. durch Veraschen 
des Knochens in der Asche zuriickbleiben. Als Bestandteile der 
Knochenstiitzsubstanz sind diese Stoffe nicht anzusehen, wohl 
aber zu _ beriicksichtigen, wenn aus Analysenergebnissen von 
Knochenasche auf die Zusammensetzung der Knochensubstanz 


geschlossen werden soll. 


Beschreibung der Versuche. 

1. Versuche zur Umwandlung von sekundirem in 
basisches Calciumphosphat. 10 g CaHPO,-2H,O werden 
im Thermostaten bei 37° mit 300 ccm PhosphatpulfertGsungen 
(py = 4,5 bzw. 5,9 bzw. 7,7 bzw. 8,3) in gut verschlossenen 
Flaschen geschiittelt. Die Lésungen werden regelmiBig aus- 
gewechselt, wie auf S. 141 beschrieben. In gewissen Abstiinden 
werden dem Bodenkérper kleine Proben zur Analyse entnommen, 
die ausgewaschen und an der Luft getrocknet werden. Zur Ana- 
lyse wurde die Kinwage stets in verdiinnter HNO, gelést und mit 
Wasser auf 50 ccm aufgefillt. Davon wurden 85 ccm zur Cal- 
ciumbestimmung und 10 cem zur PO,-Bestimmung nach dem von 
Kleinmann!) angegebenen Verfahren verwendet. Die erhaltenen 
Werte sind in Tab. 1 zusammengestellt. 

2. Darstellung von basischem Calciumphosphat. 10g 
CaHPO,-2H,O werden bei 70° mit 250 ccm 5°/,iger, carbonat- 
freier Natronlauge unter Luftabschlu8 geriihrt. Nach 8, dann 
nach 16, dann nach je 24 Stunden wird die Lauge vom Boden- 
kiérper getrennt und durch neue ersetzt. Nach insgesamt 7 Tagen 
wird der gebildete Stoff abgesaugt, laugefrei gewaschen und ge- 
trocknet. Er erweist sich als reines, basisches Calciumphosphat 
von der Zusammensetzung 3Ca,(PO,),-Ca(OH),-xH,O. Er ist 
frei von Carbonat, enthilt aber in lufttrockenem Zustande Wasser 
gebunden, das durch Erhitzen nicht vollig auszutreiben ist, weshalb 
die Bestimmung dieses Bestandteils vorliiufig unterblieben ist. 
Die angegebenen Analysenwerte stammen aus Stoffen verschiedener 


Darstellungen. 


1) Biochem. Z. 99, 103 (1919). 
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Tabelle 1. 





























Zeit Kinwage | 35ceem ~ 10cem ~ 
Pie in , auf — °/, Ca — */, PO, | Ca: PO, 
Tagen vi ecm | 0,05 n- ot n- 
in mg | KMnO, NaOH 

4,5 7 129,0 24,62 27,32 44,04 57,94 1: 0,894 
19 120,0 26,04 31,06 38,82 54,89 1: 0,745 

32 119,4 30,30 36,32 38,76 55,09 1: 0,640 

39 101,2 25,90 37,48 32,36 54,28 1:0,611 

42 110,0 28,34 36,86 36,58 56,44 1 : 0,646 

45 105,0 26,32 35,88 34,52 55,80 1: 0,657 

5,9 4 129,0 23,20 25,74 42,52 55,94 1: 0,916 
9 119,6 23,30 27,89 40,26 57,11 1: 0,863 

27 115,2 27,04 34,81 38,42 56,58 1: 0,685 

40 119,0 30,14 36,42 38,76 55,29 1: 0,643 

7,7 2 122,0 28,12 33,00 39,46 54,89 1: 0,701 
4 118,4 28,14 34,00 38,48 55,24 1: 0,685 

9 119,0 28,82 34,68 39,04 55,68 1: 0,676 

13 120,2 29,24 34,81 39,30 55,49 | 1:0,672 

20 121,6 29,72 34,97 39,18 54,69 1: 0,659 

30 125,6 30,66 34,93 40,16 54,25 1: 0,655 

34 121,4 29,50 34,77 38,34 53,62 1: 0,650 

40 121,4 30,65 36,13 39,20 54,80 1 : 0,640 

51 118,0 29,30 35,46 35,80 51,45 1:0,612 

61 119,4 29,82 35,75 39,32 55,85 1 0,659 

8,3 L 112,2 23,42 29,86 36,52 55,24 1: 0,780 
3 110,2 25,62 33,27 36,34 55,97 1: 0,709 

7 110,0 26,54 34,50 36,20 55,85 1: 0,682 

15 112,6 27,14 34,48 36,52 55,04 1: 0,673 

34 110,0 27,24 35,42 35,26 54,39 1: 0,647 

44 121,4 30,24 85,66 37,40 53,51 1 : 0,633 

58 120,6 29,72 35,27 38,20 53,76 1: 0,643 





121,8 mg Substanz zu 50 ccm gelést: 35 eem ~ 29,92 cem 0,05 n-KMnO, 
10 cem ~ 86,34 cem 0,1 n-NaOQH 


Gef. 35,16°/, Ca 50,62°/, PO,: Ca: PO, = 1: 0,607 

99,5 mg Subst. verbr. 35,60ccm 0,05 n-KMnO, = 35,84°/, Ca 
57,6mg__s,, ,», 85,24 cem 0,1 n-NaOH = £0,23°/, PO, 
3. Halbbasisches Calciumphosphat. Je 3 g_ basisches 
valciumphosphat werden im Thermostaten bei 387° mit 300 ccm 
Phosphatpufferlésungen (p,, = 7,15 bzw. = 8,3)in gut verschlossenen 


hon: PO,= 1:0,591 
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Flaschen geschiittelt. Alle 3—4 Tage wird die Lésung vom 
Bodenkoérper sorgfiltig getrennt und durch neue ersetzt. Nach 
17 Tagen ist im Verhialtnis Ca: PO, im Bodenkérper Konstanz 
eingetreten. Der Stoff wird nunmehr abgesaugt, gut gewaschen 
und getrocknet. Das lufttrockne, halbbasische Calciumphosphat 
enthalt wie das basische Calciumphosphat Wasser gebunden, das 
sich durch Gliihen nicht austreiben liBt, weshalb auf seine Be- 
stimmung vorliufig verzichtet wurde. 
Py = 7,15: 121,4 mgSubstanz gelést zu50cem: 35cem ~ 30,16 cem 0,05 n-KMnO, 
10cem ~ 38,22 cem 0,1 n-NaOH 
Gef. 35,559/, Ca §3,48°/, PO,: Ca: PO, = 1:0,684 
Py = 8,3:117,4mg Substanz gelést zu 50ceem: 35cem ~29,02 cem 0,05 n-KMnQ, 
10cem ~36,68cem 0,1 n-NaOQH 
Gef. 35,38°), Ca 53,08 °/, PO,: Ca: PO, = 1:0,632 


3g basisches Calciumphosphat werden in der gleichen Weise 
mit Phosphatpufferlésung von der Siurestufe p,, = 7,15 behandelt, 
aber die Lisung wird nicht regelmaBig ausgewechselt, sondern 
die Substanz wird wihrend der ganzen Versuchsdauer mit der- 
selben anfinglich zugegebenen Liésung geschiittelt. Die Verhilt- 
nisse sind bei dieser Anordnung die gleichen, nach 17 Tagen 
tritt Konstanz im Verhiltnis Ca:PO, ein. 
Nach 17Tgn.: 122,0mg Subst. gel. zu 50cem: 35cem ~30,05cem0,05n-K MnO, 
10cem ~38,27cem 0,1 n-NaOH 
Gef. 35,26°/, Ca §3,28°/, PO,: Ca: PO, = 1:0,637 
Nach 21Tgn.: 121,6mg Subst. gel. zu 50eem: 35cecm ~30,05ccm0,05n-KMnQ, 
10cem ~ 37,98 eem 0,1 n-NaOQH 
Gef. 35,389, Ca 53,01°/, PO,: Ca:PO, = 1:0,631 


4. Umsetzung von sekundirem Calciumphosphat mit 
Tyrodelésung. 1g CaHPO,-2H,O wird in derselben Weise, 
wie zuvor beschrieben, mit Tyrodelésung geschiittelt. Nach einem 
‘Tage zeigte eine Probe des Bodenkérpers folgende Analysenwerte: 


119,8 mg Substanz gelést zu 50 cem: 35 cem ~26,74 cem 0,05 n-KMnOQ, 
10 cem ~35,76 cem 0,1 n-NaOQH 


158,6 mg Substanz gaben 0,30 cem CO,, 19°, 756 mm. 
Gef. 31,93°/, Ca 50,65°/, PO, 0,46°/, CO,: Ca: PO,:CO, = 1:0,669:0,01 


Nach einem weiteren Tage wurden folgende Zahlen aus einer neuen 
Probe erhalten: 
121,4 mg Substanz gelést zu 50 eem: 35 cem ~ 27,24 cem 0,05 n-KMnO, 
10 cem ~36,24 cem 0,1 n-NaOH 
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Flaschen geschiittelt. Alle 3—4 Tage wird die Lésung vom 
Bodenkorper sorgfaltig getrennt und durch neue ersetzt. Nach 
17 Tagen ist im Verhiltnis Ca: PO, im Bodenkérper Konstanz 
eingetreten. Der Stoff wird nunmebr abgesaugt, gut gewaschen 
und getrocknet. Das lufttrockne, halbbasische Calciumphosphat 
enthilt wie das basische Calciumphosphat Wasser gebunden, das 
sich durch Gliihen nicht austreiben liBt, weshalb auf seine Be- 
stimmung vorliufig verzichtet wurde. 
Py = 7,15: 121,4 mg Substanz gelést zu50cem: 35ccm ~ 30,16 cem 0,05 n-KMnO, 
10cem ~ 38,22 cem 0,1 n-NaOH 
Gef. 35,55°/, Ca 53,43°/, PO,: Ca:PO, = 1:0,634 
Py =8,3:117,4mg Substanz gelést zu 50ecm: 35cem ~29,02cem 0,05 n-KMnQ, 
10cem ~36,68cem 0,1 n-NaOQH 
Gef. 35,38°/, Ca 53,08°/, PO,: Ca: PO, = 1:0,632 


3g basisches Calciumphosphat werden in der gleichen Weise 
mit Phosphatpufferlésung von der Saurestufe p,, = 7,15 behandelt, 
aber die Lésung wird nicht regelmaBig ausgewechselt, sondern 
die Substanz wird wihrend der ganzen Versuchsdauer mit der- 
selben anfanglich zugegebenen Losung geschiittelt. Die Verhilt- 
nisse sind bei dieser Anordnung die gleichen, nach 17 Tagen 
tritt Konstanz im Verhiltnis Ca:PO, ein. 
Nach 17Tgn.: 122,0mg Subst. gel. zu 50cem: 35cem ~30,05cem0,05n-KMn0O, 
10cem ~38,27 cem 0,1 n-NaOH 
Gef. 35,26°/, Ca 58,28°/, PO,: Ca: PO, = 1:0,637 
Nach 21 Tgn.: 121,6mg Subst. gel. zu 50cem: 35cem ~30,05cem0,05n-KMnO, 
10cem ~ 37,98 cecem 0,1 n-NaOQH 
Gef. 35,389, Ca 53,01°/, PO,: Ca:PO, = 1:0,631 


4. Umsetzung von sekundirem Calciumphosphat mit 
Tyrodelisung. 1g CaHPO,-2H,O wird in derselben Weise, 
wie zuvor beschrieben, mit Tyrodelésung geschiittelt. Nach einem 
‘Tage zeigte eine Probe des Bodenkérpers folgende Analysenwerte: 


119,8 mg Substanz gelést zu 50 cem: 35 cem ~26,74 cem 0,05 n-KMnO, 
10 cem ~35,76 cem 0,1 n-NaOQH 


158,6 mg Substanz gaben 0,30 ecm CO,, 19°, 756 mm. 
Gef. 31,93°/, Ca 50,65°/, PO, 0,46°/, CO,: Ca: PO,:CO, = 1:0,669:0,01 


Nach einem weiteren Tage wurden folgende Zahlen aus einer neuen 
Probe erhalten: 


121,4 mg Substanz gelést zu 50 ecm: 35 cem ~ 27,24 cem 0,05 n-KMnO, 
10 cem ~36,24 cem 0,1 n-NaOH 
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Die Zusammensetzung der Knochenstiitzsubstanz und ibre Bildung. 
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201,4 mg Substanz gaben 0,40 eem CO,, 17°, 753,5 mm. 

Gef. 32,10°/, Ca  50,66°/, PO, 0,48°/, CO,: Ca: PO,:CO, = 1:0,665:0,01 

Die Kohlensiiurebestimmung wurde in einer yon Hall’) verinderten 
van Slyke-Apparatur ausgefiihrt. 

5 g CaHPO,.2H,O werden in iiblicher Weise mit Tyrode- 
lésung behandelt. Die in einer lingeren Versuchsdauer erhaltenen 
Werte fiir die Analysen des Bodenkérpers sind in Tab, 2 zu- 
sammengestellt. 


5. Umsetzung von basischem Calciumphosphat mit 
Tyrodelésung. 6 g basisches Calciumphosphat werden in tib- 
licher Weise mit ‘l'yrodelésung behandelt. Die hierbei fiir den 
Bodenkorper erhaltenen Analysenzahlen finden sich in Tab. 2. 


6. Umsetzung von basischem Calciumphosphat mit 
Bicarbonat. 3g basisches Calciumphosphat werden mit 1°/,iger 
Natriumbicarbonatlésung in iiblicher Weise behandelt. Die Ana- 
lysenergebnisse sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


1) J. of biol. Chem. 58, 751 (1923). 
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Neue Synthese von Koproporphyrin III und Koprorhodin II.') 


Von 


Hans Fiseher und Julius Hierneis. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Munchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Februar 1931.) 


Hijmans van den Bergh?) hat bei einem Fall von Por- 
phyrie aus Harn und Kot ein Porphyrin isoliert, das eindeutig 
als Koproporphyrin III *) erkannt werden konnte. Die An- 
ordnung der Seitenketten in Koproporphyrin III entspricht dem 
normalen Himin, das bis jetzt allein in der Natur aufgefunden 
ist. Im Gegensatz dazu leitet sich das Koproporphyrin der iibrigen 
bis jetzt beobachteten Porphyrie-Fialle, sowie das der Hefe, von 
Atioporphyrin I ab. Auch Konchoporphyrin entspricht in seinem 
Bau diesem Typ. Aus diesem Grunde besitzt Koproporphyrin II] 
ein groBes Interesse und wir haben deshalb noch weitere Syn- 
thesen durchgefiihrt.4) Zur Synthese wurden folgende Methene 




















verwandt: 
| ain -CH,-COOH H,C CH,-CH,-COOH 
Br-H,C\ 2——_____ C#====__ 7 CH, : Br 
NH N-HBr 
I 
N-HBr NH 
Tt E ——— CH ( F 
HOOC-H,C-H,C ——CH, H,¢-—! CH,-CH,- COOH 
II 


Methen I wird erhalten aus Himopyrrolcarbonsiure-methylester- 
aldehyd und Kryptopyrrolcarbonsiure.5) Zur Erhéhung der Aus- 


1) XXXVIII. Mitteilung iiber Porphyrin-Synthesen. XXXVII. Mit- 
teilung vgl. H. Fischer, M. Goldschmidt u. W. Niissler, Liebigs Ann. 
(im Druck). 

®) Archiv f. Verdauungskrankheiten 42, 306 (1928). 

*) H. Fischer, K. Platz u. K. Morgenroth, Diese Z. 182, 265 (1929). 

*) H. Fischer u. Riedl, Liebigs Ann. 482, 216 (1930). 

*) Diese Z. 182, 265 (1929). 
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beute wurde es in den beiden e-stiindigen Methylgruppen auf- 
bromiert, ein Kunstgriff, der bei der Melhrzahl der Porphyrin- 
synthesen Verwendung findet. Methen II wird erhalten aus 
Opsopyrrolearbousiure mit Ameisensiiure—Bromwasserstoft.4) In 
der Bernsteinsiureschmelze bildete sich das Porphyrin in 14°/, 
Ausbeute und lieferte Koproporphyrin [11 vom Sckmelzp. 165° 
Ks war wiederum in allen Kigenschaften mit den friiher synthetisch 
erhaltenen Produkten identisch. Durch wiederholtes Umkrystal- 
lisieren konnte auch der zweite Schmelzpunkt beobachtet werden 
bei 145 —146°, der dann beim weiteren Umkrystallisieren weiter 
auf 165° stieg. Wir haben die Synthese dann modifiziert durch 
Kinfiihrung von Kernbromatomen in Methen Il, wahrend Methen I 
unbromiert Verwendung fand. Auch hier trat in der Bernstein- 
siiureschmelze glatt Porphyrinbildung ein. Die Ausbeute war 
etwas geringer, 11°/,. In den Eigenschaften erwies sich auch 
dieses Porphyrin eindeutig als Koproporphyrin IIL Folgende 
‘Tabelle gibt nihere Auskunft tiber die Umkrystallisierungsresultate 
eines Koproporphyrin II1-tetramethylesters, das nach den neuen 
Synthesen gewonnen war und es ist leicht ersichtlich, daB schon 
mit geringen Mengen Substanz, wie sie bei der Porphyrie prak- 
tisch gewonnen werden, die doppelten Schmelzpunkte festgestellt 


werden kénnen. 


Schmelzpunktstabelle 
von Koproporphyrin IlI-tetramethylester. 





Schmelzp. 
170—171° | Krystallisation a. Chloroform- 


a) 1. Krystallisation 
Methylalkohol heiB 

















b) Einmaliges Umkrystallis. | 150—151° desgl. 
von 20 mg a) 
¢) b) nach ZerstoBen | 143—144° | 
d) 20 mg a) umkrystallisiert | 76° | desgl. 
e) Mischschmelzpunkt b) +d) | 160—170° 
unseharf 
f) Wiedererstarrte Schmelz- 160° 








punktsprobe b) 


Wir geben dann weiter eine Schmelz- und Misch-Schmelz- 
punktstabelle von natiirlichem und synthetischem Koproporphyrin III- 


') Liebigs Ann. 462, 240 (1928). 
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tetramethylester: Das natiirliche Produkt verdanken wir Herrn 
Kollegen Hijmans van den Bergh. 





























Schmelzpunkt 
Priparatenbezeichnung | Schmelzpunkt der wieder- Gemisch 
erstarrten 
Schmelze 
Umkrystallisierte Probe 1 150° 160° | 
144° 150° unscharf 
unscharf Sintern ab 
nae a ; = memes ~ _— 1440 
Umkrystallisierte Probe 2 170° zu unscharf | 2 — 
unscharf 
Hijmans - Priparat 4 140° 153° unscharf 
Probe 1 144° 145° scharf 
gepulvert 
Gemisch 144° 150° unscharf 
wiedererstarrteSchmelze 
150” unscharf 
Hijmans - Priiparat 4 140° 165° 
Probe 2 165° 168° 
Gemisch 100° 165° (Schmelze nicht mehr so 
erstarrt, daB Schmelz- 
punkt wiederholbar) 
Hijmans - Priiparat 6 140° 146° 
Probe 1 nicht gepulveit} 146° 
sintert nicht 
Gemisch 140° 146° (Schmelzpunkt nicht wie- 
derholbar, weil nicht 
mehr hell erstarrt) 
Hijmans- Priparat 6 138° 142° 
Probe 2 167° 169° 
‘ a) 188° a) 142° 
Gemisch 
| b) 184° b) langsam erhitzt, ab 145° 
Sinterung — riickgiingig. 
Neues Sintern ab 155°. 
Schmelzp. 160—166° 








Kine Schmelzpunktsprobe 1, die einen scharfen Schmelzp. 145° 
zeigte, wurde drei Minuten auf 140—141° gehalten, nachdem ab 
130° Verfirbung eiugetreten war und bei 140° leichtes Sintern. 
Dann wurde langsam auf 147° erhitzt, wobei kein Schmelzen 
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eintrat und drei Minuten auf dieser Temperatur gehalten, dann 
etwas rascher weiter erhitzt. Ab 155° wurde langsames Weiter- 
schreiten der Sinterung beobachtet. Der Schmelzpunkt lag dann 
bei 164—168° Es fand also eine eklatante Umwandlung von 
einer Modifikation in die andere wiihrend des Erhitzens statt. 
Weiterhin interessierte es uns, ob die doppelten Schmelzpunkte 
auch bei den Komplexsalzen etwa zu beobachten waren und wir 
stellten deshalb komplexes Zink-, Kupfer- und Kisensalz von beiden 
Modifikationen dar; die Komplexsalze krystallisierten sehr schén 
und besaBen die gleichen Schmelzpunkte, unabhingig vom Schmelz- 
punkt des Ausgangsmaterials. 

In der Literatur bei Koproporphyrie-Fiillen sind haufig diver- 
sierende Schmelzpunkte fiir Koproporphyrin-Ester angegeben und 
es besteht durchaus die Méglichkeit, dab bei diesen Erkrankungen 
Koproporphyrin 1 und III zur Ausscheidung gelangen. Denn 
oben haben wir ja auf die vorwiegende Bildung von Kopropor- 
phyrin I in der Natur ganz allgemein hingewiesen, warum soll 
also in den offensichtlich fiuBerst seltenen Fallen von Kopropor- 
phyrin IIT nicht auch Koproporhyrin I mit ausgeschieden werden? 
(‘brigens wiire hier die Untersuchung des Blutes auf Beschaffen- 
eit des Himins von groBem Interesse und ebenso die Isolierung 
des Bilirubins und seine Uberfiithrung in Mesobilirubin. Es wire 
ja auch denkbar, daB in solchen Fallen eine Anomalie in der 
Bildung des Gallenfarbstoffs, wobei wir besonders an eine etwaige 
Anderung der Reihenfolge der Pyrrolkerne denken, erfolgen wiirde. 
Angesichts der zuerst angeschnittenen Frage interessiert vor allem 
die Trennungsméglichkeit der Koproporphyrin-Ester I und III. 
Statt die Versuche mit einem kiinstlichen Gemisch der beiden 
Porphyrine zu machen, haben wir vorgezogen, eine Synthese aus- 
zuarbeiten, die zu einem Gemisch der beiden Porphyrine fiihren 
muBte, weil hierbei von Anfang an die Porphyrine in einem Ge- 
misch mit anderen Substanzen vorliegen muBten und damit groBere 
Schwierigkeiten zu erwarten waren als beim Gemisch der reinen 
Koérper, kurzum ihnliche Verhialtnisse, wie sie auch unter 
natiirlichen Bedingungen anzutrefien wiren. Auch interessierte 
es uns vom chemischen Standpunkt aus, ob wirklich bei einer 
solchen ,emischten Synthese“ nicht etwa vorwiegend eines der 
beiden Porphyrine I oder III entstiinde. Zur Synthese fanden 
folgende Methene III und 1V Verwendung. 

Aus den Formeln ist leicht ersichtlich, dab Methen IIT, das durch 
Bromieren von Kryptopyrrolcarbonsiure auBerordeutlich leicht zu- 
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lil 
~« 2 nee H,C, CH,-CH,-COOH 
1 | ' . 
Br ae Cil SZ Cu : 
NH NHBr 
NH NHBr 
H or anneal tte. 
HOO0-H,C-H,C_——cH, H,C CH,-CH,- COON 
IV 


ginglich ist, durch Selbstkondensation Koproporphyrin I geben 
muB, wihrend das Methen IV, erhalten aus Kryptopyrrolcarbon- 
siurealdehyd und Opsopyrrolcarbonsiure!), da nicht bromiert, 
nicht mit sich selbst kondensiert, sondern mit Methen I in Re- 
aktion treten kann, In letzterem Fall wird dann Koproporphyrin IIT 
gebildet. Tatsiachlich entstand ein scheinbar einheitlich in Nadeln 
mit umgebogenen Spitzen krystallisierendes Produkt, das aber 
als ein Gemisch sich durch den unscharfen Schmelzpunkt von 
214° kundgab. Durch hiufige fraktionierte Krystallisation aus 
Chloroform—Methylalkohol gelang die Trennung in reinen Kopro- 
porphyrin II[I-Ester vom Schmelzp. 145° und reinen Kopro- 
porphyrin I-Ester vom Schmelzp. 250°. Die Gesamtausbeute be- 
trug etwa 14°/,. Die Trennung von Koproporphyrin I und III 
ist also sehr wohl méglich und in allen Porphyriefillen, in denen 
nicht sofort der Ester-Schmelzpunkt von 250° erreicht ist, muB 
unbedingt die Untersuchung auf ein allenfallsiges Gemisch durch 
fraktionierte Krystallisation erfolgen, wobei das Hauptaugenmerk 
jeweilig auf die Mutterlauge gerichtet sein soll. Wenn es sich 
darum handelt, sich schnell in den Besitz von Koproporphyrin III 
zu setzen, so ist diese Methode sehr empfehlenswert, weil die 
angegebenen Methene III und IV relativ sehr leicht synthetisch 
zuginglich sind. 

Auf einem weiteren Wege noch sind wir Koproporphyrin III 
begegnet. 

Vor einigen Jahren”) hatten wir bei der Umsetzung von 
4,4’- Dimethyl-5,’ - dicarbonsiure - 3,3’-dipropionsiure-pyrromethan 
mit Ameisensiure Koproporphyrin If und daneben_,,f-[sokopro- 


1) H. Fischer u. Lamatsch, Liebigs Ann. 466, 147 (1928). 
) Liebigs Aun. 458, 119 (1927). 
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porphyrin* als Tetramethylester isoliert, der bei 135° schmolz. 
Wir hatten damals #-Isokoproporphyrin nicht identifizieren kénnen, 
es aber fiir einheitlich gehalten. Durch seinen Schmelzpunkt von 
135° lag es nun nahe, es fiir Koproporphyrin III zu halten, wo- 
bei es auffillig war, daB hier vera’nderliche Schmelzpunkte nie 
beobachtet wurden, was wir auch neuerdings wieder bestitigen 
kOnnen. 

Wir nahmen deshalb den Misch-Schmelzpunkt mit Kopro- 
porphyrin Il[-Ester vom Schmelzp. 170°, der keine Depression 


gab. Ein Teil schmolz zwar bei 130—136°, der Rest aber erst 
zwischen 150 und 158% Offenbar liegt also wirklich Kopro- 


porphyrin III vor. Der Reaktionsverlauf der Synthese ist aber 
komplizierter noch als wir seinerzeit annahmen, insofern als auch 
Koproporphyrin I auftritt, wie durch Wiederholung der Synthese 
festgestellt wurde. Die Isolierung von Koproporphyrin I gelang 














Komponente Aus der Mutterlauge Komponente 
a) Schmelzp. 180—182° ——__--——_—_-__— —> 2a) Schmelzp. 137—138° 
umkryst. | umkryst. ! 
wary Y ery Y 
b) Schmelzp. 205—206° —» Schmelzp. 1833—135° | 2b) Schmelzp. 134° 
kryst. |! unkryst. | 
umkrys 1 umkry { 
ec) Schmelzp, 218—219° | Schmelzp, 133° 2c) Schmelzp. 134° 
umkryst. | umkryst. 4 
Schmelzp. 160—170° 
d) Schmelzp, 228° H : oe ‘ ie 2d) Schmelzp. 135° 
ener | Schmelzp. 133—134 °J naidouns 
umkryst. | yst. J 
e) Sechmelzp. 233° Schmelzp. 200° 2e) Schmelzp. 140—141° 
umkryst. | unscharf (ab 135°) 
1 umkryst. 
f) Schmelzp. 237° Schmelzp. 210—211° | 2f) Schmelzp. 184--125° 
kryst. ! umkryst. |! 
umkrys u y : 
g) Schmelzp. 242—243° | Schmelzp. 231—232° | 2g) Schmelzp. 135° 
umkryst. — | aus der Mutterlauge 
148—152° 
kryst. | 
u umkrys u 
h) Schmelzp. 245 —246° | Schmelzp. 228—230° | 2h) Schmelzp. 135° 
umkryst. | 
Y 
i) Sehmelzp. 245° Schmelzp. 200° 
unscharf 
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glatt. In vorhergehender Tabelle geben wir eine Ubersicht iiber die 
Aufarbeitung des Koproester-Gemisches aus der oben angegebenen 
Methandicarbonsiure. Das Porphyrin-Ausgangsmaterial schmolz 
bei 165—170° und konnte entsprechend dem Schema auf 8S. 160 
in seine Komponenten aufgelést werden. 

Das Entstehen von Koproporphyrin I, II und III neben- 
einander erklirt sich durch Spaltungsreaktion der Methan- 
di-carbonsiure, die primar zu Opsosiiure und dem _ Radikal 
der Hiamopyrrolcarbonsiure zerfallt, die sekundir dann in 
Koproporpbyrine tibergehen. Mit Hilfe von EKisessig in der Siede- 
hitze gelingt die Spaltung des Methans glatt, gerade so wie aus 
der analogen Kryptomethan-dicarbonsaure') Opsopyrrol nathweis- 
bar ist. Diese Spaltung zur Opsopyrrolcarbonsiure tritt offen- 
sichtlich auch bei der Porphyrinsynthese ein und so erklirt sich 
das Entstehen der drei Koproporphyrine. Man kénnte auch 
annehmen, daB die fertigen Porphyrine umlagerbar seien in 
Isomere; dies ist bis jetzt in keinem Fall gelungen, weder durch 
72stiindiges Kochen mit Ameisensiiure, noch durch 6stiindiges 
Kochen mit 10°/,igem Natriummethylat oder durch 3stiindiges 
Erhitzen im Druckrohr auf 200°, mit Eisessig—Bromwasserstoff- 
siure oder Natriummethylat. Sehr bemerkenswert ist die ‘Tat- 
sache, da8 beim #-Iso-koproporphyrin, das also mit Sicherheit 
Koproporphyrin III ist, der Schmelzpunkt bei 135° konstant blieb. 
Dies ist offensichtlich bedingt durch eine ganz geringe Menge von 
Koproporphyrin I, das unter diesen Verhiltnissen nicht entfernbar 
ist, denn wir haben Koproporphyrin I kiinstlich zu Kopro- 
porphyrin III zugesetzt und bei dem Gemisch konnte ebenfalls 
der Schmelzpunkt nicht héher als auf 135° gebracht werden. 
Dieser Punkt ist wichtig, weil unter natiirlichen Verhiltnissen ja 
unter Umstinden ahnliches sich ereignen kann, wenn eben neben 
Koproporphyrin III noch Koproporphyrin | zur Ausscheidung ge- 
langt. Ubrigens gelang es auch, den konstanten Schmelzp. 135° 
in einem Falle auf 155° in die Héhe zu bringen durch Uber- 
fiihrung in die Leukoverbindung und Reoxydation. 

Weiter versuchten wir, Koproporphyrin III direkt aus Himin 
zu synthetisieren durch Absprengung der ungesiittigten Seiten- 
ketten in der Resorcinschmelze und gleichzeit'ge Umsetzung mit 
8-Chlorprop:onsaure; es resultierte jedoch lediglich Deutero- 
porphyrin. 





') H. Fischer u. Halbig, Liebigs Ann. 450, 159 (1926). 
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Das bei obigen Synthesen entstehende Koproporphyrin II ver- 
wandten wir zur Gewinnung seines Rhodins, das nach der mit 
Helberger') angegebenen Methode als Ester in prachtvoll glanzen- 
den sechseckigen Blattchen krystallisiert erhalten wurde. Es 
schmilzt bei 220°. 

Im AnschluB an die neuen Synthesen des Koproporphyrins II] 
haben wir dann Versuche gemacht, die vier Koproporphyrine mit 
Hilfe einfacher Reaktionen zu unterscheiden. Diese sind bis jetzt 
miBlungen, nur der Schmelzpunkt der Ester ist fiir die Diffe- 
renzierung geeignet. Wir haben dann versucht, auf biologischem 
Wege eine Unterscheidung zu treffen durch Sensibilisierungsversuche 
mit Paramiicien. Die Versuche wurden im Juni 1930 durchgefiihrt, 
es ergab sich kein wesentlicher Unterschied in der Wirkung zwischen 
den vier Isomeren. Praktisch muB man an den uns zur Verfiigung 
stehenden Paramiicien die Wirkung als negativ bezeichnen. Zur 
Verwendung kamen die Koproporphyrinein Natriumbicarbonatlésung; 
zugesetzt wurden zu der Kultur 1—2 Tropfen, jedoch niemals so 
viel, daB spektroskopisch in der Lésung das Porphyrin nachweis- 
bar war. In Kontrollproben erwies sich Hiimatoporphyrin wieder 
als intensiv lichtgiftig; schon nach 6 Minuten trat hier der ‘Tod 
der Paramiicien ein, Protoporpyrin wirkte erst nach 2U Minuten. 

Zum Vergleich interessierte uns dann das Verhalten der 
Chlorophyliderivate. Von diesen wurde Chlorine in avferst ver- 
diinnter Lésung mit negativem Erfolg untersucht. Bei gréBerer 
Konzentration war bei negativer Dunkelprobe bei Belichtung 
intensive Wirkung festzustellen, die [)unkelprobe reagierte nach 
Belichtung sofort positiv. Phylloporphyrin hatte maBig sensibili- 
sierende Wirkung. Phioporphyrin a,, sowie Desoxophyllerythrin 
wirkten in der Vormittagssonue stark sensibilisierend; in der Abend- 
sonne war nur miiBige Wirkung zu konstatieren. 


Versuche. 

Koproporphyrin III. 
Bernsteinsiiureschmelze bei 172—175° (Olbadtemperatur). 
0,160 g (4,3’- Dimethyl-5,5’- dibrommethyl -3- propionsiiure- 

methylester-4’- propionsiiure)-pyrromethen-bromhydrat + 0,100 g 
(3,3’- Dimethyl]. 4, 4’-dipropionsiure)-pyrromethenbromhydrat werden 
mit 0,750 g Bernsteinsiiure fein verrieben und 30 Minuten auf 
172—175° erhitzt (Reagenzglas). 


') Liebigs Ann. 466, 243 (1928). 






































Neue Synthese von Koproporphyrin III und Koprorhodin Il. 163 


Aufarbeitung der Schmelze: Die noch fliissige Schmelze wird 
mit heiBem Wasser herausgespiilt und filtriert. Die Riickstiinde 
werden in konz. Salzsiiure und Eisessig heiB gelist, die Lésung 
mit Wasser auf dreifaches Volumen verdiinnt und filtriert. Dies 
wird so oft wiederholt, bis das Filtrat porphyrinfrei ist, was nach 
dem dritten Ausziehen meistens der Fall ist. Die wiibrige Lisung 
(erstes Filtrat) ist auch noch reichlich porphyrinhaltig. Hieraus 
wird das Porphyrin durch Zugabe von Natriumacetat und mehr- 
stiindiges Erhitzen am siedenden Wasserbad ausgeflockt und mit 
den iibrigen Porphyrinriickstainden gemeinsam verarbeitet. Aus den 
vereinigten Lisungen wird das Porphyrin durch Neutralisieren mit 
festem Natriumhydroxyd ausgeflockt, wieder in Salzsiiure geliést und 
in Ather getrieben. Hierbei auftretende Flocken werden in wenig 
konz. Salzsiure gelést (nur mehr wenig Porphyrin) und wieder 
durch Neutralisieren mit Natronlauge in Ather getrieben. Die 
Atherausziige (rund 1,5 Liter) werden mit Wasser methenfrei ge- 
waschen und auf 500 ccm eingeengt (wobei das Porphyrin zum 
groBten Teil ausflockt) und das Porphyrin in 5°/,ige HCl ge- 
schiittelt, mit Natriumacetat ausgeflockt. filtriert, mit wenig Wasser 
gewasclien (das Porphyrin lést sich kolloidal in Wasser) und nach 
der iiblichen Methode mit Methylalkohol—Salzsiure kalt verestert 
und aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert. Bischelférmig 
angeordnete Nadeln. Umkrystallisiert aus Chloroform—Methyl- 
alkohol und zwar so, daB man die Lésung, wenn sich geringe 
Mengen festen Kérpers abgeschieden haben, filtriert und dann 
zur weiteren Krystallisation stehen JiBt. Die nun abgeschiedenen 
Krystalle haben einen Schmelzpunkt von 165° Aus der Mutter- 
lauge hiervon wurden Krystalle vom Schmelzp. 185—137° isoliert. 
Die bei 135° schmelzenden Krystalle andern ihren Schmelzpunkt 
bei nochmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol 
und zeigen dann einen Schmelzp. 145—146°% Nochmaliges Um- 
krystallisieren liefert wieder Krystalle vom Schmelzp. 165°. Aus- 
beute 14°/, der Theorie. 


Koproporphyrin III. 

0,710 g (4,5,5',5’-Tetramethyl-3-propionsiure-methylester-4’- 
propionsiure)-pyrromethen-bromhydrat + 0,757 g (3,3’-Dimethyl- 
5, 5’- dibrom-4, 4’- dipropionsiure)-pyrromethen-bromhydrat werden 
mit 4,5 g Bernsteinsiiure 20 Minuten auf 170—180° erhitzt und 
aufgearbeitet wie oben beschrieben. Die erste Krystallisation 
liefert 110 mg Ester vom Schmelzp. 142—143° Nach dem 
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Wiedererstarren der Schmelze ist der Schmelzp. 155—160° un- 
scharf. (Diese Umwandlung durch Schmelzen in einen Ester von 
héherem Schmelzpunkt wurde wiederholt beobachtet.) Aus der 
Mutterlauge der ersten Krystallisation krystallisiert wenig Ester 
vom Schmelzp. 167—168° unscharf (Sintern ab 155°), der mit 
Koproporphyrin IV-Ester vom Schmelzp. 177° einen Misch- 
schmelzpunkt von 149—150° gibt, also deutliche Depression. 
Es wurde also Kopro III-Ester vom Schmelzp. 142—143° und 
vom Schmelzp. 168° nebeneinander isoliert. 

Eine Probe vom Schmelzp. 142° ergab beim Umkrystallisieren 
keine Schmelzpunktsiinderung, zeigte aber nach dem Schmelzen 
und Wiedererstarren Schmelzp. 158—159°. Nach dem zweiten 
Wiedererstarren zeigte die Probe Schmelzp. 166—167° Es treten 
also Zwischenstufen zwischen 142 und 167° auf. Eine Probe 
vom Schmelzp. 162—163° wurde mit reinem Methylalkohol aus 
der Hiilse extrahiert. Am Anfang der Extraktion lauit der 
Methylalkohol intensiv rot gefirbt ab, aber bald erscheint er nur 
mehr schwach rosa gefirbt. Nach 3 Stunden wurde die Extraktion 
unterbrochen, zur Trockne verdampft und der Riickstand aus 
Chloroform—Metbylalkohol umkrystallisiert. Der Ester zeigt nun 
einen Schmelzp. 142°. Der bei der Extraktion in der Hiilse un- 
gelést zuriickbleibende Ester hat seinen Schmelzpunkt auch von 
162° auf 143—144° erniedrigt, obwohl er nicht gelést und um- 
krystallisiert wurde. Bei einmaligem Umkrystallisieren (und zwar 
so: die Chloroformlésung wird stark eingeengt und zur siedenden 
Chloroformlésung absoluter Methylalkohol heiB tropfenweise so 
zugegeben, daB die Lésung nicht zu sieden aufhért; wenn kein 
Chloroform mehr zu riechen ist, gibt man 2 ‘Tropfen Chloroform 
zu, kocht kurz auf und laBt stehen) wurde wieder Schmelzp. 168 bis 
169° erreicht (ab 160° Sintern, bei 166° Schmelzbeginn, bei 168° 
stiirkeres Schmelzen, ganz geschmolzen bei 169—169,9°). Aus- 
beute: 11,3°/). 

4,583 mg Substanz gaben 11,440 mg CO,, 2,845 mg H,0. 


2,282 mg i. - 0,168 ecm N (18°, 724 mm). 
CoH ,,O,N, (710,4) Ber. C 67.57°, H 6,52°/, N 7,89°/, 
Gef. ,, 68,08 » 6,95 y 8,22 


Koproporphyrin III. 
0,834 g (4,3’,5’-Trimethyl-5 brom- 3, 4’- dipropionsaure)-pyrro- 
methenbromhydrat + 0,700 g (3,5,3’-Trimethyl-4, 4’-dipropionsaure)- 
pyrromethen-bromhydrat + 4 g Bernsteinsiiure werden 30 Minuten 
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lang auf 170—173° erhitzt. Aufarbeitung wie oben beschrieben. 
Ergebnis: Tetramethylester vom Schmelzp. 213—214° (Sintern ab 
170°). Krystallisiert in Nadeln mit umgebogenen Spitzen. Aus 
der Mutterlauge krystallisiert ein Ester vom Schmelzp. 145—150° 
unscharf (Sintern ab 135°). 

Es entsteht hier ein Gemisch von Koproporphyrin I und 
Koproporphyrin III. Das Kopro I entsteht aus dem (4,3’,5’-Tri- 
methyl-5-brom-3, 4’- dipropionsiure)- pyrromethen-bromhydrat, das 
infolge seiner 5-Brom-5’-methyl-Substitution allein zum Kopro- 
porphyrin I zusammentreten kann. 

Kine Wiederholung des Versuches, bei dem aber zum Unter- 
schied von oben 90 Sekunden bei 260—265° geschmolzen wurde, 
lieferte ein Estergemisch vom Schmelzp.220°. Ausbeute bei Schmelze 
170—173°, 30 Minuten: 14,1°/,; Ausbeute bei Schmelze 260 bis 
265°, 90 Sekunden: 12,1°/,. 


Komplexsalze des Koproporphyrin-tetramethylesters 
Schmelzp. 142—143°. 


Je 20 mg Ester wurden in einigen Tropfen EKisessig heib 
gelést und mit einigen ‘T'ropfen heiBer Lisung von Kupferacetat 
bzw. Zinkacetat versetzt, kurz in siedendem Wasserbad erhitzt 
und iiber Nacht stehen gelassen. 

Zinksalz: Ist in Hisessig leicht léslich, krystallisiert deshalb 
nur unvollkommen heraus. Es wird deshalb in Chloroform ge- 
schiittelt, die Chloroformlésung mit Wasser gewaschen, Lisung 
auf kleines Volumen eingeengt und mit dreifacher Menge Methyl- 
alkohol heiB versetzt. Leuchtend rote, kleine Nadeln. Schmelz- 
punkt 212% Nach Wiedererstarren Schmelzp. 190—195° unscharf. 

4,392 mg Substanz gaben 10,165 mg CO,, 2,340 mg H,O, 0,402 mg ZnO. 

C,,H,,0,N,Zn (773,8) Ber. C 62,03,  H5,71%/, Zn 8,45%/, 

Gef. ,, 63,12 » 5,96 » 1,85 

Kupfersalz: Krystallisiert aus Chloroform—Methylalkohol. 
Schmelzp. 206—207° (Sintern ab 195°). 

5,396 mg Substanz gaben 12,450 mg CO,, 3,115 mg H,O, 0,542 mg CuO. 

C,,H,,0,N,Cu (771,9) Ber. C 62,199/, H 5,749, Cu 8,23%/, 

Gef. ,, 62,93 » 6,46 » 8,05 

Kisensalz: Porphyrin in Chloroform lésen, Ferroacetat- 
lésung zugeben, Chloroform wegkochen. Krystallisiert aus Methyl- 
alkohol—Ather. Schmelzp. 179° 
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4,527 mg Substanz gaben 9,955 mg CO,, 2,345 mg H,O, 0,445 mg Fe,0,. 


4,680 mg + -» 0,305 cem N (22°, 717 mm). 
CyoH,,O,N,Fel (799,7) 
Ber. © 60,03%/, H 5,54°/, N 7,01°/, Fe 6,98), 
Gef. ,, 59,97 5,79 » al y 6,87 


Komplexsalze des Koproporphyrin III-tetramethylesters vom 
Schmelzp. 169°. 


Zinksalz: Aus 20mg Ester dargestellt wie oben. Aus 
Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 216—217°. 

4,782 mg Substanz gaben 11,070 ng CO,, 2,610 mg H,O, 0,435 mg ZnO. 
C,oH,,03N,Zn (773,8) Ber. © 62,039/, HH 5,719, Zn 8,459, 

Gef. ,, 62,92 ,», 6,08 » ae 

Kupfersalz: Darstellung wie beschrieben.  Krystallisiert 
aus Chloroform—Methylalkohol. Schmelzp. 206—207°. 

4,072 mg Substanz gaben 9,365 mg CO,, 2,210 mg H,O, 0,420 mg CuO. 

C,,H,,0,N,Cu (771,9) Ber. C 62,199, H 5,74 Cu 8,23 

Gef. ,, 62,76 ,, 6,07 » 8,24 

Kisensalz: Darstellung wie oben beschrieben. Krystallisiert 

aus Methylalkohol—Ather oder Pyridin—Kisessig. Schmelzp. 179°. 


Opsopyrrolcarbonsaure. 

5 g (3,3’- Dipropionsiure-4, 4’- dimethy1-5, 5’- dicarboxy)-pyrro- 
methan werden mit 100 ccm Eisessig eine Stunde lang zum Sieden 
erhitzt unter Zuleiten von Wasserstoff. Dann wird im Vakuum 
zur Trockne verdampft und der Riickstand in Ather aufgenommen; 
wenn nichts mehr in Ather geht, wird der Riickstand in Alkohol 
gelést und in einen betriichtlichen UberschuB von Ather gegossen. 
Die filtrierten vereinigten Ather—Alkohollésungen werden zuerst 
mit Wasser, dann mit 0,2°/,iger HCl je zweimal ausgeschiittelt, 
wobei Porphyrin in die Salzsiure geht. Dann wird nochmals 
zweimal mit 5°/,iger und zweimal mit 10°/,iger HCl ausgeschiittelt, 
zweimal mit Wasser gewaschen, der Ather durch Filtrieren durch 
Faltenfilter getrocknet und zur Trockne verdampft. Es_hinter- 
bleibt wenig gelbes Ol, das beim Erkalten sofort krystallisiert. 
Bis hierher muB der Versuch in einem ‘ag durchgefiihrt werden. 
Die Krystalle werden in wenig Chloroform gelést, die Chloroform- 
lisung so lange mit Petrolither kalt versetzt (tropfeuweise’, bis 
sich neben den Schmieren, die sich zuerst abscheiden und an 
der Wand festsetzen, Krystalle zeigen, dann ititber Watte filtriert 





























Neue Synthese von Koproporphyrin II] und Koprorhodin Il. 167 


und mit dreifachem Uberschu8 Petroliither versetzt. Wenn die 
Fliissigkeit klar geworden ist, wird von Krystallen abgegossen 
und die stark eingeengte Mutterlauge wieder mit viel Petroliither 
versetzt und wie oben behandelt. Man trocknet die Kolben mit 
den an der Wand haftenden Krystallen durch Ausschwenken mit 
trockenem Petrolither und kurzes Evakuieren, list die Krystalle 
mit Silberspatel heraus und sublimiert sie im Hochvakuum der 
Quecksilberpumpe bei 120—125°. Schmelzp. 116°. Gibt mit 
synthetischer Opsopyrrolcarbonsiiure keine Schmelzpunktsdepres- 
sion, gibt blauen Azofarbstoft und blaurote Aldehydreaktion. Aus- 
beute: 0,4 g Opsopyrrolcarbonsiure. 
4,636 mg Substanz gaben 10,635 mg CO,, 3,035 mg H,O. 
CH,,O,N (153,0) Ber. C 62,71°/, H 7,249, 


Gef. ,, 62,56 « te 


Rhodin von Koproporphyrin II. 

0,7 g Koproporphyrin I[-Ester (Schmelzp. 280°) werden in 
30 ccm konz. Schwefelsiiure gelést und hierzu 60 ccm 20°/,iges 
Oleum gegeben. Nach Verschwinden des Porphyrinspektrums wird 
auf 500g Kis gegossen und mit Ammoniak in Ather getrieben. 
Nach viermaliger Ather—Salzsiiurefraktionierung wurde der nach 
Abdampfen des Athers verbleibende Riickstand in Pyridin gelist, 
filtriert und die Lésung im Vakuum auf ein kleines Volumen ein- 
geengt und mit viel Methylalkohol versetzt. Nach 48 stiindigem 
Stehen waren 200 mg Rhodin auskrystallisiert. 

Veresterung: 93 mg Rohprodukt werden in wenig Pyridin 
gelést und mit 120 ccm einer Diazomethanlésung in Aceton ver- 
setzt und 24 Stunden mit Chlorcalciumrohr verschlossen stehen- 
gelassen. Dann werden 200 ccm Methylalkohol zugegeben. Nach 
mehrstiindigem Stehen krystallisiert das Rhodin in prachtvoll 
glinzenden, sechseckigen Blittchen aus. Abfiltrieren, mit Methyl- 
alkohol waschen. Zur Analyse wird umkrystallisiert aus Pyridin— 
Methylalkohol. Schmelzp. 220°. 

4,711 mg Substanz gaben 11,940 mg CO,, 2,610 mg H,O, 0,035 mg 


Asche. 
3,532 mg Substanz gaben 0,277 cem N (21°, 718 mm). 


4,980 mg ‘4 » 4,760 mg Agu. 
Cs9H,,0,N, Ber. C 69,00°/, H 6,23°/, N 8,26°/, OCH, 13,71°), 
Gef. ,, 69,64 », 6,24 »» 8,60 ~ 1948 


Spektrum des freien Rhodins und des Esters in Pyridin 
(sehr verwaschen): 
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I. 644,3—631,7; II. breiter Schatten 590,6—577,8; III. 555,4—544,7; 
638,09 584,2 550,0 
LV. 522,1—504,7; E.-Abs. 447. 
513,4 
Reihenfolge der Intensitit: I, IV, II, II. 











Deuteroporphyrin. 

1 g Hamin wird mit 3 ¢ Resorcin und 2 g #-Chlorpropion- 
siiure fest verrieben und in ein auf 190—20U° erhitztes Olbad 
eingetaucht und hierin 45 Minuten auf dieser Temperatur ge- 
halten. Es entweicht alsbald HCl. Die erkaltete Schmelze wird 
mit Alkohol aufgenommen, die Liésung mit verdiinnter Salzsaure 
versetzt und das Porphyrin mit Natriumacetat in 6 Liter Ather 
getrieben. ie iitherische Porphyrinlésung wird auf 1,5 Liter 
eingeengt und das Porphyrin in 1°/,ige HC! geschiittelt und aus- 
geflockt. Weitere Reinigung und Veresterung wie iiblich. 

Ks resultiert Porphyrinester vom Schmelzp. 214°, der Misch- 
schmelzpunkt mit analytischem Deuteroporphyrinester vom Schmelz- 
punkt 218° liegt bei 215°, also keine Depression. Spektroskopisch 
ebenfalls identisch. 

4,511 mg Substanz gaben 11,755 mg CO,, 2,660 mg H,O. 

3,951 mg “ » 9,358 cem N (20°, 726 mm). 


C3,H;,O,N, (538,2) Ber. C 71,34°/, H 6,36°/, N 10,41°/, 
Gef. ,, 71,07 »» 6,60 », 10,08 





























Uber die Bildung von Fett aus Kohlehydraten 
unter dem Einflu8 von Insulin. 


Von 


M. Biirger und W. Riickert. 


Mit 1 Figur im Text, 





(Aus der Inneren Abteilung des Stadtkrankenhauses, Osnabriick.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1931.) 


Trotz zahlreicher Bemiihungen ist eine Kardinalfrage der 
Insulinphysiologie bis heute offen geblieben. Das ist die Frage 
nach dem Verbleib der Kohlehydrate nach Insulininjektion bei 
normalen Tieren. Die Stimmen, welche nach Insulingabe einen 
Schwund des Glykogens in der Leber und Muskulatur bei gleich- 
zeitigem Sinken des Blutzuckergehaltes finden, mehren sich. Je 
iibersichtlicher die Versuchsbedingungen beziiglich des Ernahrungs- 
zustandes, der Kohlehydratzufuhr und des Zeitpunktes der Be- 
stimmung der Kohlehydrate nach der Insulingabe gestaltet sind, 
desto eindeutiger werden die Resultate. So finden Macleod, 
Brugsch [1924]?), Nitzescu*) und Gigon und Staub [1924}'), 
daB Insulin den Glykogengehalt der Leber gutgenahrter 
Kaninchen herabsetzt. 

Dudley und Marrian’) zeigen, dab das Muskel- und Leber- 
glykogen bei Mausen und Kaninchen nach Insulingabe abnehmen. 
Dales®) Anschauung geht dahin, daB der unter Insulinwirkung 
verschwindende Zucker weder zu Kohlensiure und Wasser oxy- 
diert, noch zu Glykogen synthetisiert wird. Kompliziert wird die 
Frage durch unsere Feststellungen, daB den technischen Insulinen 
eine hyperglykimisierende Substanz‘) anhaftet, welche ihrerseits 
das Glykogen zu mobilisieren imstande ist. Dem krystallisierten 
Insulin fehlt die hyperglykiimisierende Kigenschaft. Die gleiche 
Erfahrung machten Geiling und de Lawder.*’) Grevenstuck 
und Laqueur®) fassen in ihrer Monographie das vorliegende 
‘Tatsachenmaterial dahin zusammen, dab bisher fiir das Verschwinden 
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des Zuckers unter Insulinwirkung beim nichtdiabetischen Tiere 
noch keine befriedigende Auslegung gegeben ist und bei der 
groben Mehrzahl der Forscher EKinigkeit dariiber bestehe, dab 
die Kohlehydrate unter Insulinwirkung nicht vollkommen ver- 
brennen. Es bleibt demnach kein anderer SchluB iibrig, als dab 
die Kohlehydrate in eine Form umgesetzt werden, in welcher sie 
sich dem iiblichen Nachweis mittels Reduktionsmethoden entziehen. 

Die zuerst von Falta?) gemachten klinischen Beobachtungen 
iiber Insulinmast sprechen dafiir, da’ Insulin bei stoffwechsel- 
gesunden Menschen den Fettansatz befordert. Natiirlich ist hier 
der EKinwand méglich, daB solche Beobachtungen einen unmittel- 
baren Ubergang von Kohlehydraten in Fette nicht zu beweisen 
brauchen, da ja die unter Insulin gesteigerte Appetenz den An- 
reiz zu vermehrter Nahrungsaufnahme und damit die Vorbedingung 
zu einem Fettansatz schaffen kann. Sorgfaltige gasanalytische 
Untersuchungen von Lublin?!) u. a. haben aber gezeigt, dab 
unter den geschilderten Bedingungen der Insulinapplikation der 
respiratorische Quotient erheblich iber 1 ansteigen kann, eine 
Tatsache, die stoffwechselphysiologisch nur mit einem Ubergang 
von Kohlehydraten in Fett erklart werden kann. Gegen die 
Beweiskraft kurzfristiger Respirationsversuche unter Insulinwirkung 
sind aber von Baur und Kuhn’’) schwerwiegende Bedenken ge- 
aiuBert worden, so daB das Bediirfnis nach einer mehr direkten 
Beweisfihrung fiir den Ubergang von Kohlehydraten in Fette 
unter Insulinwirkung sich geltend macht. 

Ein solcher Ubergang von Kohlehydraten in Fett unter Insulin- 
wirkung kénnte vielleicht in vergleichenden Reihenanalysen ganzer 
Tiere — unbehandelter und insulinbehandelter — wabhrscheinlich 
gemacht werden; doch haben solche Untersuchungen selbst bei 
einem positiven Ergebnis wenig Befriedigendes, weil Zufalligkeiten 
in der Kérperzusammensetzung der Vergleichsreihen der Versuchs- 
tiere das Resultat immer zu verschleiern geeignet sind. 

Wir sind daher dazu iibergegangen, die Fettproduktion am 
Kinzeltier unter Insulinwirkung zu studieren. Hierzu schienen 
uns laktierende Tiere, deren Milchfettproduktion leicht quantitativ 
zu erfassen ist, besonders geeignet. Wir haben zunichst an Ziegen 
unter genau bekannten Fiitterungsbedingungen gearbeitet. Das 
Ziel, welches wir verfolgten, war, die Frage zu klaren, ob unter 
Insulineinwirkung gesetzmabBige Verinderungen in der Milch- 
zusammensetzung zu finden seien, speziell ob und unter welchen 
naheren Bedingungen der Ernaibrung das Insulin den Milchfett- 
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gehalt zu beeinflussen geeignet ist. Die in dieser Absicht unter- 
nommenen Versuche wurden als Reihenuntersuchungen vor- 
genommen, in welchen mehrtigige Ruheperioden mit Jnsulin- 
perioden unter gleich bleibenden Ernihrungsbedingungen ab- 
wechseln. 

Um einen genauen Einblick in die stoffliche Zusammen- 
setzung der Milch unter Insulinzufuhr zu gewinnen, wurden stets 
neben dem Fettgehalt auch EiweiB und Kohlehydrate der Milch 
quantitativ bestimmt. Diese Bestimmungen wurden an der am 
Tage gewonnenen (von 8—19 Uhr) und in der Nacht produzierten 
Milch (von 19—8 Uhr) stets getrennt durchgefiihrt. Der Blut- 
zucker wurde morgens und abends bestimmt. Auferdem wurde 
in einem 18tagigen Versuch der Reststickstoffgehalt und der 
Gefrierpunkt der Milch taglich verfolgt. 


Methodisches Vorgehen. 


Die Milchfettbestimmungen wurden nach dem Gerberschen"’) Ver- 
fahren, das bei Doppelbestimmungen stets gute tibereinstimmende Werte 
ergab, durchgefiihrt. Der Milechzuckergehalt wurde in den beiden ersten 
Dauerversuchen nach Fehling im enteiwei8ten Filtrat der Milch bestimmt. 
In den beiden letzten wurde eine titrimetrische Bestimmung angewandt, die 
in Anlehnung an die Blutzuckerbestimmung von Hagedorn-Jensen von 
H. Gohr') angegeben worden ist. Daselbst befindet sich eine Tabelle, auf 
der der Verbrauch von 0,05 n- Ferricyankaliumlésung fiir 1—20 mg Lactose 
abzulesen ist. Die Reduktionswerte fiir Zucker wurden nach Thierfelder 
berechnet. Die EnteiweiBung geschah wie folgt: 3 cem Milch werden durch 
5 Minuten langes Kochen mit 25 ecm 0,45°/,igem Zinksulfat und 5 eem '/,,- 
Normalnatronlauge gefillt, wobei das Fett mit niedergerissen wird. Nach 
dem Abkiihlen des Gemisches wird filtriert. Das Filtrat erwies sich bei 
Prifung mit Sulfosalicylsiiure stets eiweiBfrei. Das EiweiB wird durch 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl berechnet. Als Multiplikationsfaktor 
diente der von Gruber fiir Casein angegebene Wert von 6,37. Fiir die 
Calorienberechnung legten wir folgende Zahlen zugrunde: 





Material eal. Autor Quelle 


1 g Ziegenmilchfett . 9241 Bleijer Die Mileh, Hdb. f. Milch- 
wirtsch., Bd. 1, Teil I, 
J. Springer 1930 


1g Milechzucker . . 3951,5 | Stohmann | Z. Biol. Bd. 31, Abd. 889 
1g EiweiB . . . . 5710 Stohmann | Hammarsten, Lehrbuch der 
(Mittelzahl) Physiologie, 7. Auflage 








Wiesbaden 1910. 


Die Blutzuckerbestimmung wurde nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen durchgefiibrt. 
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18 tagiger Dauerversuch an einer 


Tabelle 





ersuchs- 


perioden 


, 


II 


II] 


VI 








Datum 


20. 10. 
21. 10. 
22. 10. 


23. 10. 


30. 10. 
31. 10. 


to 
. 

ae 
— 


qr 
. 

— 
— 














Milchfett 
Milchmenge : 
Tageswert 

g' 19" | Ge- 

g eal. 

morgens abends' samt | 
850 880 1730] 79,76 736,9 
1150 780 1980] 79,33  733,0 
1070 780 | 1850 | 89,89 830,7 
1120 810 1930 | 93,90 867,6 
1020 720 1740] 86,76 801,6 
830 750 1580] 98,50 831,3 
1140 710 1850 [113,80 1051,6 
1050 | 650 1700 |109,75 1014,1 
1240 , 600 1840 | 128,52 1141,4 
1000 | 670 1670 | 102,20 944,38 
1000 550 | 1550 | 83,40 770,6 
710 560 1270] 81,24 758,9 
= 

700 «490 ©1190 | 70,14 648,1 
760 470 1230] 68,95 638,0 
760 600 1360 | 78,86 728,7 
780 530 ~~» 1310 | 81,83 663,7 
850 650 1500] 73,80 681,9 
$40 540 1380 }| 71,45 661,1 





Milchzucker 








Milcheiweii 
Tageswert Tageswert 
| 

g cal. g eal, 
80,94 319,8 | 59,04 336 
82,76 327,0 | 61,72 | 352 
84,01 | 332,0 | 62,30 | 354 
86,51  341,8 | 69,05 | 394 
74,94 2962 | 59,37 338 
710,52 2785 | 58,03 331 
74,86  295,8 | 67,52 384 
69,91 | 276,2 | 62,30 355 
76,56 | 302,5 | 69,31 395 
73,46 | 290,38 | 59,91 , 336 








64,30 | 254,1 
52,81 | 208,6 
56,62 | 263,3 
52,92 | 209,1 
57,51 | 227,2 
53,49 | 211,4 
60,18 | 209,7 
55,43 | 219,0 
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lle 1. 
ner 41 kg schweren Milchziege I. 
ei Milchrest-N Milch-4— Blut Ein- 
rt '/100 Grad Celsius mg-°/, heiten- 
gh 19" unter Null a Blatzucker _ | Insulin Nahrung 
€ Well- 
" morgens | abends , gh 19" 
ing-°/, mg-’, morgens abends morgens abends | Come 
Re . ‘ s 18 Stdn. Weide 
36 ‘ ) 
06 53 62 61 il 16 1'/, kg Heu 
52 63 56 63 63 65 71 _1'/, kg Korn 
; /, kg Kleie 
a4 52 53 62 61 65 57 1'/, kg Kartoffelschalen 
300 g Brot 
15 Stdn. Weide 
94 67 53 59 61 59 62 1'/, kg Heu 
38 v6 a C \ 1'/, kg Korn 
VO 63 56 59 60 61 53 7. kg Kleie 
° F ¢ : ‘ 11/, kg Kartoffelschalen 
31 ay Bs ) c BY 5¢ a KB 
52 3 6( 59 9 9 } 300 ¢ Brot 
Seactabidoiale Sli | : sit an 
S4 56 60 58 59 64 37 45 oe Stdn. W eide 
1'/, kg Heu 
55 60 53 58 60 60 34 45 | 1'/, kg Korn 
. 3/, kg Kleie 
95 60 60 60 59 72 31 45 11), kg Kartoffelschalen 
300 g Brot 
Keine Weide 
36 50 60 58 {, 58 73 31 60 1'/, kg Heu 
- : . ” . 2 kg Korn 
ae 63 70 57 60 i3 39 60 1 kg Kleie 
7 80 77 58 59 70 60 Bo 1'/, kg Kartoffelschalen 
- 850 g Brot 
| 
| ‘ _ ' ' ‘ 9Stdn. Weide 
68 3 t : a 
‘ ( 3 60 63 16 b ) 1'/, kg Heu 
70 60 62 62 61 61 61 2 kg Korn 
. 1'), kg Kleie 
oe 61 63 63 59 58 19 15/, kg Kartoffelschalen 
) 550g Brot 
| Keine Weide 
14 60 53 59 60 54 65 2kg Heu 
12 . . ie a ae —1'/, kg Korn 
2 03 53 58 dT i) 65 1'/, kg Kleie 
| - “ 2"), kg Kartoffelsehalen 
mS 6 4 ‘ : 3 r 
5 5 58 59 61 97 600 g Brot 
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Versuche. 


1, 18 tagiger Dauerversuch an einer 41 kg schweren Milchziege I. 


Der Versuch wurde in der Zeit vom 20.10. 30 bis zum 
6. 11. 30 durchgefiihrt. Wir haben den gesamten 18 tigigen Ver- 
such in sechs 3tagige Perioden unterteilt. Die ersten zwei 3 tigigen 
Perioden (I, Il) zeigen die Verhiltnisse bei gemischter gleich- 
bleibender Weide- und Stallfiitterung. Das Tier bekam tiaglich 
500 g Korn, 250 g Kleie, 500 g Kartoffelschalen, 500 g Heu und 
wurde daneben 5—6 Stunden auf die Weide getrieben. Wie die 
Tabelle 1 zeigt, wurden unter diesen Bedingungen leidlich konstante 
Milchmengen produziert, mit einer guten Konstanz der Milch- 
zusammensetzung an Fett, Zucker und KiweiB. Es wurden auBer 
den genannten Daten der Reststickstoff und Gefrierpunkt bestimmt. 
Beide Werte zeigen ebenfalls nur unerhebliche Schwankungen. 
Auffallend niedrige Werte fanden wir an unseren Milchziegen fiir 
den Blutzucker. Die Werte schwankten in beiden 3 tagigen Vor- 
perioden um 76 mg-°/, im Maximum und 53 mg-°/, im Minimum. 
Diese niedrigen Blutzuckerwerte stehen offenbar mit der Milchproduk- 
tion in einem ursichlichem Zusammenhang. Auch bei Frauen wird 
in der Lactationsperiode ein niedriger Blutzuckerwert beobachtet. 
In der niachsten 3tiigigen Periode (III) wurden tiglich 3mal 15 Ein- 
heiten Insulin Wellcome subcutan injiziert. Die Ernahrung ist, 
wie die T'abelle zeigt, die gleiche wie in der Vorperiode, nur muBte 
der Weidegang aus Witterungsgriinden auf 13 Stunden im ganzen 
beschrinkt werden. Die Tabelle 1 zeigt, daB bei annihernd der- 
selben Milchmenge wie in der Vorperiode der Fettgehalt der Milch 
auf durchschnittlich 115,7 g pro Tag ansteigt gegeniiber 83 g pro 
Tag in Periode I und 93 g in Periode II. Wé&ahrend in der 
Periode II in 3 Tagen 279 g Fett im Ganzen mit der Milch aus- 
geschieden werden, liefert die erste Insulinperiode (III) 348 g Fett. 
Dabei sind die Milchzuckermengen nur unwesentlich vermindert, 
das MilcheiweiB sogar erhéht, Reststickstoff und Gefrierpunkt 
der Milch zeigen keine wesentliche Abweichung. Die Abendwerte 
des Blutzuckers sind, wie zu erwarten, auf die Hilfte der Morgen- 
werte abgefallen. In der niichstfolgenden IV. Periode suchten 
wir durch Steigerung der Insulinmengen (60 E. pro Tag) die Fett- 
werte weiter zu steigern. Der Erfolg blieb aus. Wir haben diesen 
MiBerfolg zum Teil durch die infolge iuBerer Umstinde geinderte 
Ernihrung erklirt. Das Tier konnte wegen der kalten Witterung 
nicht auf die Weide getrieben werden. Wir suchten, wie die 
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Tabelle zeigt, den Ausgleich durch Zulage von 500 g Hafer und 
350 g Kleie zu erreichen. Nach bekannten Erfahrungen wird aber 
der Ubergang von gemischter Weide-Stallfiitterung zur reinen 
Stallfiitterung stets mit einer Verminderung der gesamten Milch- 
produktion beantwortet. Die Milchmenge ist in dieser 2. Insulin- 
periode (IV) um 1 Liter geringer als in der ersten. Es ist méglich, 
daB neben dem Fiitterungswechsel hieran die zu groBe Insulin- 
dosis Schuld tragt. Es stellte sich niimlich heraus, da8 von einer 
bestimmten Insulinmenge an infolge Wasserspeicherung im Koérper 
die Milchmenge verringert wurde. Die 'atsache der Stérung des 
Wasserhaushaltes durch Insulin ist aus der menschlichen Pathologie 
und Therapie bekannt und zur Bekimpfung des Diabetes insipidus 
benutzt worden. In Periode V haben wir die Verhiltnisse wieder 
ohne Insulin verfolgt und das Tier noch einmal 2 Stunden auf 
die Weide getrieben. Trotzdem gelang es nicht, die Milchproduktion 
auf die alte Héhe zu bringen. Der Fettgehalt sank weiter ab, 
um in der letzten Periode VI eine geringe, aber unausgiebige 
Vermehrung zu zeigen;. die Fettmengen der Vorperioden I u. II 
wurden aber nicht wieder erreicht. Um die Verhiltnisse tber- 
sichtlicher zu gestalten, haben wir auf einer Ubersichtstabelle 2 


Tabelle 2, 


Kalorienproduktion im 18tigigen Dauerversuch. 





Perioden | Fett- EiweiB- | Zucker- | Tages- | Milch- Einheiten 

kalorien | kalorien | kalorien | kalorien | menge Insulin 

I 2300 1042 979 4321 5310 — 

II 2500 1063 917 4480 5250 — 

III 3217 1134 875 5226 5390 3 xX 45 

IV 2474 936 753 4263 4490 3 x 60 

V 2015 801 700 3516 4780 — 

VI 2007 874 640 3521 4390 — 




















die Summe der Fett-, Zucker- und Kiweibkalorien der Milch fiir 
die einzelnen Perioden errechnet, wobei sich ergibt, dab die Summe 
der aus diesen einzelnen Tageskalorien in der Insulinperiode II! 
einen Spitzenwert erreicht, der um rund 800 Kalorien héher liegt, 
als die 'lageskalorienmenge der Vorperiode. Die mittlere Kalorien- 
summe, errechnet aus den Vor- und Nachperioden I, II, V, VJ, 
betrigt 3960, wihrend der mittlere Kalorienwert fiir die Insulin- 





176 


M. Birger und W. Riickert, 


Tabelle 3. 
27taigiger Versuch vom 17.11.30 bis 14.12. 30 





an einer 40 kg schweren 


Ziege II. Der Versuch umfaBt 9 x 3tiagige Perioden. Es alternieren je eine 
3tigige ,,Vorperiode“ (I, IV, VII), ,,Insulinperiode“ (II, V und VIII) und 
»Nachperiode* (III, VI und IX). Die Tabelle faBt die 3 Vorperioden, Insulin- 
perioden und Nachperioden zusammen. In den Insulinperioden werden pro 


Tag 5mal 10 Einheiten Insulin Wellcome subcutan gegeben. 





Periode 
Datum 
I 17.11. 
bis 19. 11. 
lV 36. 21. 
bis 28. 11. 
VII 5. 12. 
bis ; 7. 12. 
Summe der 
Vorperioden 
I] 20. 11. 
bis 22. 11. 
V 29. 11. 
bis 1, 12. 
Vill 8, 12. 
bis 10. 12. 
Summe der In- 
sulinperioden 
Il 23. 11. 
bis 25. 11. 
VI 2. 48. 
bis 4. 12. 
b« 11. 12. 


bis 13. 12. 


Summe der 
Nachperioden 





1) Nach Gruber, zitiert bei Lehmann, Methoden d. prakt. Hyg. - 
II. Aufl., S. 358 (1901). 
*) Nachperioden mit abklingender Insulinwirkung. 
*) M = Morgens. 














Milch- 
menge 
in eem 


2860 


3770 


4040 


10670 














Milch- 




















Milch- 
zucker 
in g 


100,0 
125,9 


130,7 


Milch- 
Fett- | eiweiB 
menge in g 
in g_ |(Nx6,37)') 
Vorperioden. 
146,88 | 121,54 
161,97 | 97,08 
133,43 114,09 
442,28 | 332,71 
Insulinperioden. 
173,47 | 126,31 
180,94 | 106,76 
167,39 | 124,92 
521,80 | 357,99 
Nachperioden. 
158,842)| 102,37 
156,122)| 128,74 
165,487)] 139,50 
480,44)| 370,61 








356,6 


‘) A = Abends. 














Blutzuckerwerte 
in ing-°/, 


M yay 
| 








51440 


27 








39 


63 | 56 


31459 








MA 


61 


62 


69 











28 


30 


25 


61 


63 


65 











M 


40 


68 


28 


08 


62 











A 


26 


60 


63 
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periode 4695 Kalorien betragt. Diese Kalorienmehrproduktion 
in den Insulinperioden wird erreicht bei gleichmaBiger Kiweib- 
produktion und geringer Verminderung der Milchzuckerkalorien, 
woraus mit aller Vorsicht geschlossen werden darf, daB ein Teil 
der Milchzuckerquellen fiir die Milchfettbildung mit herangezogen 
wurde. 


27 tagiger Versuch an einer 40 kg schweren Ziege II 
vom 17.11. bis 14.12. 30. 


Wir haben in diesem Versuch die Resultate des ersten 
18tagigen Dauerversuchs an Ziege I zu reproduzieren versucht. 
Die Versuchsresultate finden sich in Tab. 3. Die Nahrung wurde 
méglichst gleichmaBig gestaltet. Das Tier erhielt pro Tag '/, kg 
Heu, 3/, kg Korn, ?/,—1 kg Kartoffelschalen und 3/, kg Brot. 
Der Versuch umfaBt neun 3 tigige Perioden (Periode I—IX). Es 
alternieren jeweils eine 3tiigige Vorperiode (I, IV, VII) mit je 
einer 3tigigen Insulinperiode (If, V und VIII) und je einer 
3 tigigen Nachperiode (III, VI und IX). In den Insulinperioden 
wurden tiglich 5 x 10 Einheiten Insulin Wellcome gegeben. Das 
Tier wurde regelmiBig morgens um 8 Uhr und abends um 19 Uhr 
ausgemolken und die erhaltene Milch auf Fett-, KiweiB- und 
Zuckergehalt hin untersucht. AuBerdem wurden morgens und 
abends unmittelbar nach dem Abmelken Blutzuckerbestimmungen 
gemacht. Die aus den Einzelportionen bestimmten Fett-, Kiweib- 
und Milchzuckermengen wurden fiir die 3-T'ageperiode addiert. 
Die Resultate sind in Tab. 3 zusammengefabt, und zwar ein- 
geordnet in Vorperioden, Insulinperioden und Nachperioden. Die 
Blutzuckerwerte sind fiir die einzelnen ‘l'age in den Tabellen 
gesondert eingetragen. Die Betrachtung der Tab. 3 lehrt folgen- 
des: Die Milchmenge betrigt an den 9 Tagen der Vorperiode 
10100, an den 9 Tagen der 3 Insulinperioden 9230 und an den 
9 Tagen der Nachperioden 10670 ccm. Es zeigt sich also, dab 
unter dem Einflusse des Insulins die Summe der Tagesmilch- 
mengen um rund 1000 ccm abfiallt. Die Fettmenge ist mit 442 ¢ 
an den 9 Tagen der Vorperioden am geringsten, mit 522g an 
den 9 Tagen der Insulinperioden am héchsten. Dazwischen liegt 
der Fettwert der 3 Nachperioden mit 480g. Die Nachperioden 
stehen offenbar noch unter der abklingenden Wirkung des Insulins. 
Die Tatsache der Fettmehrproduktion unter Insulin scheint uns 
durch diesen Befund hinreichend gesichert. Kine vergleichende 
Betrachtung der Milchzuckermengen zeigt in Ubereinstimmung 
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Tabelle 4. 


Kalorienproduktion im 27 tigigen Dauerversuch an Ziege II. 





Kin- 


Perioden et es heel ieee ae 
kal. kal. kal. | menge eediin 
Vorperioden 
I (17.--19. 11.) 1352 692,6 489,6 2534 3350 — 
IV (26.—28. 11.) 1491 553,4 397,3 2442 2900 ~ 
VII (5.—7T. 12.) 1227 650,4 496,8 2374 3850 — 
Summe | 4070 | 1896,4 | 1383,7 | 7350, | 10100 | 
Insulinperioden 
Il (20.—22. 11.) 1596 719,9 420 2736 3140 5 xX 10 
V (29. 11.-1, 12.) 1664 608,7 373,2 2646 2780 5 xX 10 
VIIT (8.—10. 12.) 1540 711,9 456,4 2708 3510 dX 10 
Summe | 4800 | 2040,5 | 1249,6 | 090 | 9230 | 
Nachperioden 
HII =(23.—25. 11.) 1461 583,7 400 2445 2860 — 
VI (2—4. 12 1436 733,6 503,6 2673 3770 
IX (11.—13. 12.) ] 1522 795,2 522,8 2840 4040 
Summe | 4419 | 2112,5 | 1426,4 | 7958 | 10670 | 


mit den Resultaten des ersten 18 tigigen Versuches den niedrigsten 
Wert in den Insulinperioden. Er liegt etwa 40 g niedriger als 
der Mittelwert aus den Vor- und Nachperioden. Die Einsparung 
an Milchzucker deckt aber bei weitem nicht den kalorischen 
Wert des mehrproduzierten Fettes. Die Schwankungen des Milch- 
eiweiBes sind geringfigig. Der héchste Wert liegt hier in den 
Nachperioden. Die Blutzuckerbestimmungen zeigen in Uberein* 
stimmung mit den Werten des ersten Versuches einen sehr 
niedrigen Blutzuckergehalt schon auBerhalb der Insulinperioden. 
Unter der Einwirkung des Insulins sinken die Werte auf 25 mg-°/, 
ab, ohne daB wir jemals hypoglykimische Symptome 
beobachteten. Die Berechnung der Kalorienproduktion in den 
Vor-, Insulin- und Nachperioden lehrt wieder in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen des 18tigigen Versuches an der ersten 
Ziege, daB die Milch in den Insulinperioden an Menge zwar ge- 
ringer, an Brennwerten aber wesentlich reicher ist als in den 
Vor- und Nachperioden {vgl. Tab. 4). 
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Wahrend beide bisher referierten Reihenversuche in bezug 
auf die Insulinwirkung zu durchaus iibereinstimmenden Resultaten 
fiihrten, haben wir uns bei langerer Durchfiihrung unserer Beob- 
achtungen davon iiberzeugen miissen, da das Insulin den Uber- 
gang von Kohlehydraten in Fette zwar regelmibig einleitet, dab 
aber an dieser Umwandlung offenbar noch andere accessorische 
Bestandteile der Nahrung beteiligt sind. Da8B die Zusammen- 
setzung der Sommer- und Wintermilch kalorisch eine verschiedene 
ist, laBt sich aus der Verschiedenheit der Nahrung leicht ver- 
stehen. Sie ist dariiber hinaus aber auch biologisch verschieden. 
Ausgedehnte Studien iiber diese Frage haben zu der Erkenntnis 
gefiihrt, daB die Milch bei Trockennahrung wesentlich vitamin- 
iirmer ist als die Milch von weidegehenden Tieren. 

Wir haben an beiden Tieren, nachdem sie mehrere Monate 
im Stalle gehalten und dauernd in bezug auf Nahrungszufuhr 
und Milchproduktion kontrolliert waren, je einen 9 tagigen Winter- 
versuch durchgefihrt, woriiber wir nunmebhr berichten. 


9tagiger Winterversuch vom 30.1. bis 7.2. 1931 an Ziege II. 


Das Tier hat mehrere Monate unter reiner Stallfiitterung 
gestanden, es erhielt pro Tag 1 kg Heu, '/, kg Hafer, 1'/, kg 
Kartoffelschalen und '/, kg Brot, Wasser nach Belieben; das 
Futter wird stets restlos gefressen. 

Ein wesentlicher Unterschied gegeniiber dem 18-Tageversuch 
fallt bei Vergleich der Tab. 1 und 5 sofort ins Auge: Das ist 
die erhebliche Verminderung der Milchmenge, die ungefahr auf 
die Halfte der Herbstwerte zuriickgegangen ist. Aber nicht bloB 
die Milchmenge ist bei der reinen Stallfiitterung vermindert, 

sondern auch die Milchqualitit ist gegeniiber der gemischten 
Weide—Stallfiitterung des Herbstes deutlich verschlechtert, wie 
folgende Tabelle zeigt. 

















Datum Milchmenge cal.-Gehalt | cal. pro Liter 
23. 10.—25. 10. 30 5250 4480 847 
30. 1.—1. 2. 33 2850 1773 622 


Diese Zahlen kennzeichnen in eindeutiger Weise die ab- 
nehmende Leistungsfahigkeit der Driise in quantitativer und quali- 
tativer Hinsicht. Es fragte sich nun, ob auch unter diesen Um- 
stinden das Insulin noch imstande ist, die Leistungsfihigkeit 
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Tabelle 5. 


9 Tageversuch. In einer 41 kg schweren Milehziege II vom 30. 1. 31—7. 2. 81. 





Datum 


Periode 


Ill 








Milchmenge 
M A 
230 410 
960 380 
550 420 


1640 


1210 
530 400 
620 390 
570 410 
1720 1200 
570 420 
530 440 
580 380 
1680 1240 





Ge- 
samt 
menge 


940 
940 
970 


930 
1010 
980 


2920 





Milchfett 
g eal. 


40,0  368,0 
41,1 378,0 
42,2 388,0 


age 


123,3 | 1134,0 


50,9 | 4683 
51,4472, 
54,1 497,7 
156,4 | 1438,9 
49,3 | 457,2 
53,2 499,4 
43,9  403,9 
146.8 | 1360.5 





Milehzuecker 
g eal. 
42,8 166.9 
45,5 177,5 
50,2 195,8 
| 
138,5 | 540,2 
46,8 | 182.5 
54,0 | 210,6 
50,6 | 197,3 
151,4 | 590,4 
51,8 | 202,0 
47,6 | 185,6 
35,8 | 140,0 





MilcheiweiB 
g eal. 
30,72 | 175,0 


33,28  189,0 


34,56 


99,60 | 561,2 


32,64 185,8 


35,20 200,6 
34,56 197.2 
102,00 53,6 


35,20 | 200,6 
33,28 | 189,8 
33,29 | 

| 


102,00 580,2 


Gesamt- 


eal. 


2235,4 


2612,9 








Blutzucker 
in mg-°/, 
M A 
6 29 
72 52 
65 39 
65 66 
q2 70 





Insulin- 
Well- 
come- 

Einheiten 
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der Driise in bezug auf die Fettproduktion wieder zu steigern. 
Die Zusammenstellung auf ab. 5 zeigt, dab dies in der Tat der 
Fall ist. Unter peinlich genau eingehaltenen Fiitterungsbedin- 
gungen werden in der 3tigigen Insulinperiode 33 g Fett mehr 
produziert als in der Vorperiode bei ungefibr gleichbleibender 
Milchmenge. Bemerkenswerterweise ist die Milchzuckerproduktion 
in der Insulinperiode jetzt nicht abgesunken, sondern hat sogar 
eine geringe Steigerung von 13 g gegeniiber der Vorperiode er- 
fahren, wahrend das Milcheiwei8 fast konstant geblieben ist. In 
der 3tagigen Nachperiode sinken die Fettwerte nicht sofort auf 
den Stand der Vorperiode ab, sondern liegen noch ungefahr 20 ¢ 
iiber dem Wert der 3 Vortage. Im GroBen gesehen bestitigt also 
dieser bei sinkender Leistungsfahigkeit der Milchdriise vor- 
genommene 9-Tageversuch die Ergebnisse der ersten auf Tab. 1 
registrierten 18-T'ageversuche. 


9 Tageversuch an Ziege II vom 30. I.—7. II. 31. 


Auch an diesem 2. Tier haben wir nach mehrmonatiger Stall- 
fiitterung einen 9tiagigen Versuch mit einer je 3 tigigen Vor-, 
3 tigigen Insulin- und einer 3 tigigen Nachperiode angestellt. Als 
tagliche Futterration erhielt das Tier folgendes: 2 Pfund Heu, 
1 Pfund Hafer, 2,5 Pfund Kartoffelschalen, 1 Pfund Brot. Das 
Futter wurde stets gern genommen und restlos aufgefressen. Das 
Tier erhalt an den 3 Tagen der Insulinperiode je 3mal 15 EK. 
Insulin Wellcome subcutan injiziert. Die Resultate dieses Versuchs 
sind auf Tab.6 zusammengestellt. Es fallt zuniichst auf, daB das Tier 
in der Insulinperiode 300 ccm Milch weniger produziert als in der 
Vorperiode. Der Gesamtkalorieninhalt liegt aber um 400 Kalorien 
hdher als in der Vorperiode (I). Im Gegensatz zu dem 27 tigigen 
Versuch von Mitte November bis Mitte Dezember 1930 ist die 
Kalorienmehrproduktion in der Insulinperiode aber nicht allein 
gedeckt durch die Vermehrung des Fettes, die nur 126 Kalorien 
betriigt, sondern gleichzeitig durch die Vermehrung der Zucker- 
kalorien (208 I. und EiweiBkalorien 69 I). In der Nach- 
periode (III) zeigt sich wie in dem 27 Tageversuch in bezug auf 
alle Kalorientrager der Milch (Fett, Zucker und EiweiB) noch eine 
erhebliche Nachwirkung der Insulinperiode. Die Wirkung des 
Insulins scheint sich hier itiberhaupt erst in der Nachperiode voll 
auszuwirken. In dieser Beziehung gleicht der hier referierte, im 
Winter vorgenommene 9 T'ageversuch dem unter gleichen Be- 
dingungen und zu gleicher Zeit angestellten 9 Tageversuch der 
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Tabelle 6. 


9 Tageversuch an einer 40 kg schweren Ziege JI] vom 30. 1. 31 bis 7. 2. 31. 





Datum 


30. 1. 31 
S34. i, 


1. 2. 


bo 


9 


9 


+ we 


im 


9 





Periode 








Milchmenge Milchfett Milchzucker | MilcheiweiB Ge- 
" | | samt- 
M A ll e . eal, ¢ eal. g eal. eal. 
samt : . 
690 530 | 1220] 44,2 4066 | 36,6 | 142,7] 32,26 | 183,9 
750 530 | 1280] 36,2 | 333,0 | 35,6 | 138,8] 34,88 | 198,9 
620 490 1110 | 41,6 | 382,7 | 35,1 | 136,9] 33,00 188,1 
2060 | 1550 | 83610 | 122.0 | 1122,3 ] 107.3 | 418,5 | 100,14 | 570,8 | 2111,6 
| 
590 | 430 | 1020 | 43,5 | 400.2 | 49,5 | 193,1] 34,05 | 194,1 
| | 
730 | 400 1130 | 43,1  396,5 | 52,8 | 205,9] 39,14 | 197,4 
690 | 500 1190} 49,1 | 451,7 | 58,4 | 227,8] 40,00 | 228,0 
2010 1330 | 8340 | 135,7 | 1248,4 | 160,7 | 626,8 }112,19 | 639,9 | 2514.7 


710 | 540 | 1250 397,4 | 60,7 | 236.7] 37,38 | 213,1 
| | | 

820 , 600 | 1420 | 41,3 | 379.9 ]| 65,8 | 254,7] 38,53 | 219,6 

840 650 1490 486,7 247,3 


a 
w 
ee 


2370 4160 | 137,4 1264.1 736.7 2678.6 




















Blutzucker 
in mg-°/, 


| 
59 24 
70 | 39 
62 | 33 
} 
69 64 
77 &5 
‘ab 7 








Insulin 
Well- 
come- 

Kinheiten 


Bx 15 
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w 
? 
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Bildung von Fett aus Kohlehydraten unter dem EinfluB yon Insulin. 18% 


Ziege I. Es scheint, als ob in der Zeit langsam versiegender 
Milchsekretion die Insulininjektion die Leistungsfihigkeit der 
Brustdriise in anderer Weise stimuliert als im Herbst, wo die 
Tiere eben erst von der Weide kamen. Wir glauben aber auch 
aus diesem Versuch, der die Fettmehrproduktion weniger deutlich 
hervortreten laBt als die friheren Versuche, die Wechselbeziehung 
zwischen Fetten und Kohlehydraten ableiten zu diirfen. Im 
9 Tageversuch der Ziege I werden unter Insulin, ebenso wie im 
9 Tageversuch der Ziege II, rund 400 Kalorien mehr produziert. 
Davon kommen bei der Ziege I 300 Kalorien auf Fett und 50 Ka- 
lorien auf Zucker, bei der Ziege Il dagegen nur 126 Kalorien 
auf Fett und 208 Kalorien auf Zucker; die iibrigen auf Kiweib. 
Vielleicht ist die Polymerisation der Blutkohlehydrate zu Milch- 
zucker das erste Glied in der Umwandlung der Koblehydrate in 
Fette. Das Insulin leitet diesen ProzeB ein, wie es auch die 
Polymerisation des Zuckers in der Muskulatur einleitet. Die 
schnelle, durch Insulin induzierte Umwandlung der ohlehydrat- 
vorstufen in Fett, die wir bei beginnender Stallfiitterung, nachdem 
die Tiere eben von der Weide kamen, als Regel beobachteten, 
wird offenbar nach lingerem Fehlen eines vielleicht in den frischen 
Pflanzen enthaltenen accessorischen Nahrungsfaktor immer mehr 
erschwert. Versuche durch eine weitere Steigerung der Insulin- 
dosen oder durch intravenése Injektion des Insulins griBere Aus- 
schlige beziiglich der Fettbildung zu erzwingen, scheitern an dem 
dann sofort einsetzenden Versiegen der Milchsekretion. Diese 
Erscheinung haingt offenbar mit der starken Einwirkung des In- 
sulins auf den Wasserhaushalt zusammen, die uns auch aus der 
menschlichen Therapie geliaufig ist. Die Folge ist dann eine 
prozentische Anreicherung des Milchfettes bei Verminderung der 
Gesamtmilchproduktion, eine Beobachtung, die iibrigens bereits 
L. Giusti, und C. T. Rietti?®) nach intravendser Insulininjektion 
beobachteten und in einer kurzen Notiz im Jahre 1924 mit- 
teilten. 

Es lag natiirlich nahe, die Wirkung des Insulins auf dic 
Milchzusammensetzung dadurch evident zu machen, dab man die 
Milch zuniichst ohne Insulin stiindlich abmelkt, dann Insulin 
in verschiedener Art appliziert und stiindlich weiter melkt. Wir 
haben im ganzen an 11 verschiedenen Tagen solche Stunden- 
melkversuche von 8 Uhr morgens bis 20 Uhr abends durcli- 
gefihrt, dabei sowohl den Blutzucker als auch den Milchzucker 
und das Milchfett stiindlich untersucht. Die Versuche haben das 
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erwartete Resultat vermissen lassen. Die Erkliirung sehen wir 
in folgender Tatsache: Durch das stiindliche Abmelken werden 
unter sonst gleichen Bedingungen der Erniihrung und Haltung 
der Tiere wesentlich gréBere Milchmengen erzielt, als bei nur 
zweimaligem Abmelken innerhalb von 24 Stunden. Um diese 
‘T'atsache zu erlautern, stellen wir das Resultat zweimaligen Ab- 
melkens innerhalb von 24 Stunden dem Resultat 13 maligen 
Abmelkens in der gleichen Zeit und zu denselben Nahrungs- 
bedingungen mit und ohne Insulin gegeniiber. 











Summe 2maligen | Summe 13 malig. Summe 13 malig. 
oe Abmelkens Abmelkens mit 
ohne Insulin’ |8X5Einh. Insulin 
in 24 Stdn. in 24 Stdn. in 24 Stdn. 
Milchmenge in g . 360 490 513 
Fettgehalt in °/,. . 5,4 6,4 5,1 
Fettgehalt in g. . 19,4 31,1 26,2 
Milchzuckergehalt 
i. a 5,6 5,7 5,2 
Milchzuckergehalt 
ere ee 20,2 24,8 26,7 





Ks ist also durch den Reiz des stiindlichen Abmelkens die 
Milchdriise zu einer Héchstleistung veranlaBt. Diese Héchstleistung 
ist durch Beigabe von Insulin nicht mebr zu steigern. In anderen 
Versuchen hofften wir dadurch Ausschlige zugunsten der Insulin- 
wirkung zu erhalten, daB wir die Tiere 12 Stunden ohne Nahrung 
lieBen und ihnen nur Wasser vorsetzten; auch jetzt ist es noch 
méglich, stiindlich kleine Mengen Milch zu gewinnen. Aber auch 
unter diesen Bedingungen gelingt es nicht, die stiindliche Milch- 
produktion durch Insulin wesentlich iiber die Stundenwerte ohne 
Insulin hinauszusteigern. Nach diesen Fehlschligen der Stunden- 
melkversuche und der Feststellung der langen Nachdauer der 
Insulinwirkung in den Zwischenperioden unserer Dauerversuche, 
kommen wir zu der Anschauung, daB die Leistungssteigerung der 
Milchdriise durch Insulin keine plétzliche, sondern eine allmiihlich 
sich entwickelnde ist. 

Ob und welche Rolle das Insulin unter physiologischen 
Verhialtnissen bei der Milchproduktion spielt, laBt sich durch 
unsere Versuche schwer entscheiden. Wir sind uns natiirlich dar- 
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tiber klar, daB die von uns gewahlten Insulindosen Schwankungen 
des Insulingehaltes im Blut und Koérpersaften zur Folge haben, 
wie sie physiologischerweise wohl kaum vorkommen werden. Wir 
sind daher dazu tibergegangen, die Insulinproduktion gewisser- 
maBen von innen her dadurch zu steigern, da8 wir das Pankreas 
hungernder Tiere durch Eingabe groBer Kohlehydratmengen zu 
vermehrter Insulinsekretion anregten. Die Resultate eines solchen 
Versuchs geben wir in Form einer Kurve wieder, in welcher neben 
der Milchmenge die Milchfett- und Blutzuckerwerte verzeichnet sind. 
Die Milchzuckerwerte erleiden unter diesen Versuchsbedingungen, 
wie wir aus anderen Versuchen wissen, keine wesentliche Verinde- 
rung, und sind daher nicht mit registriert. 





; 33 
19) 7 Dextrose 
10 SOO Wasser 


par os 











10” i 73” %”* 15” ie n° 1” 


Stundenversuch an der nichternen Ziege I am 20. 11. 1950. 


Die Kurve liBt aufs deutlichste erkennen, wie eine plétzliche 
Uberschwemmung des Kérpers mit Dextroselésung eine miichtige 
Anregung der Milchsekretion unter Steigerung der stiindlichen 
Milchfettmenge auf iitber 600°/, des Stundenmittels der Vorwerte 
bewirkt. Bemerkenswerterweise erleidet der Blutzucker einen un- 
wesentlichen Anstieg von 70 auf 90 mg-°/). Dieser einfache Versuch 
erscheint uns den in der Arbeit erérterten Ubergang von Kohle- 
hydraten in Fette am klarsten aufzuzeigen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXCVI. 13 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird an 2 Milchziegen die Wirkung subcutaner Insulin- 
injektionen auf die Menge und Zusammensetzung der Milch ge- 
priift. Die Milchmenge nimmt unter Insulin miébig ab. 

2. Der kalorische Wert der Milch, errechnet aus der Summe 
der Fett-, Kohlehydrat- und KiweiBkalorien steigt unter Insulin an. 

3. Die Mehrproduktion an Kalorien unter Insulin ist im 
wesentlichen durch die Vermehrung der Milchfettmengen bedingt. 

4. Der Milchzuckergehalt nimmt gleichzeitig wenig aber nicht 
in aiquikalorischen Mengen ab. 

5. Das MilcheiweiB verindert sich wenig in der Richtung 
einer geringen Vermehrung. 

6. Der Blutzucker niichterner Milchziegen liegt niedrig, er 
schwankt zwischen 70 und 54 mg-°/,. 

7. Unter Insulin werden Blutzuckerwerte bis herunter zu 
24 mg-°/, beobachtet, ohne daB die Tiere irgendwelche ,,hypo- 
glykimischen Symptome* zeigen. 

8. Der Reststickstoff der Milch schwankt in geringen Grenzen 
zwischen 56 und 67 mg-°/,; unter Insulin werden Werte bis zu 
80 mg-°/, erzielt. 

9. Der Gefrierpunkt der Milch schwankt unter normalen Be- 
dingungen zwischen —0,59° und —0,63°; unter Insulin zwischen 
—0,57° und —0,60°. 

10. Bei stiindlichem Abmelken der Milch am hungernden 
Tiere bewirkt eine plétzliche orale Belastung mit 150 g Dextrose 
eine Steigerung der stiindlichen Milchfettmenge auf das 6 fache 
des Stundenmittels der Vorwerte. 


Literatur. 
1. J.J. R. Macleod, Kohlehydratstoffwechsel und Insulin. Berlin, 
J. Springer 1927. 
2. T. Brugsch, Dtsch. med. Wochschr. 1, 491 1924. 
3. Nitzescu, J. J. u. Popesku-Inotesti, C.: Cpt. rend. des séances de la 
soc. de biol. 89, 1403 (1923). 
4. A.Gigon u. Staub. Klin. Wochschr. 2, 1670 (1923). 
H. W. Dudley u. G. F. Marrian, Biochemie. J. 17, 435 (1928). 
Dale, Election on the physiol. of insulin. Lanced 204, 989 (1923). 
M. Biirger, Kongr. fiir Inn. Med. Wiesbaden, April 1930. 
.M. Birger u. H. Kramer, Arch. f. exper. Path. 156, 1 (1930). 
Geiling a. de Lawder, J. of Pharm. and exp. Ther. 39, 3, Juli 1930. 
Grevenstucku Laqueur, Insulin. Miinch. Verl. Bergmann 1925, 8.127. 
10. Falta, Wien. klin. Wochsehr. 1925, Nr. 27. 
11. Lublin, Arch. f. exper. Path. 115, H. 1/4 (1926). 
12. Baur u. Kuhn, Klin. Wochschr, 3. Jahrg. Nr. 49 (1924). 
13 
14 


© GW elel & cv 
so ee ee 


3. Gerber, zit.nach Hdb.d. Milchwirtsch. 1, T. 1 (1930). Verl. Springer, Wien. 

. H. Gohr, Titrimetrische Bestimmung d. Laktose in der Milch. Ztschr. 
f. Untersuch. der Lebensmittel 59, H. 1 (1930). 

15. Giusti, L. A.C.T. Rietti, Cpt. rend. des séances de la soe. de biol. 90, 3, 


S. 252—253. 


























187 


Uber das Vorkommen von Peptidasen in der Milch. 
Von 


Alfred Heiduschka und Ernst Komm. 


(Aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Girungschemie der Siichsischen Technischen 
Hochschule Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Februar 1991.) 


AnlaBlich einer Reihe experimenteller Studien itiber Milch 
kamen wir zur Priifung der Frage, ob peptolytische Fermente 
in der Milch enthalten sind. Aus verschiedenen Veriffentlichungen 
scheint dieses hervorzugehen. Wohlgemuth und Strich?) haben 
mehrere Milchproben auf das Vorhandensein vom peptolytischen 
Ferment gepriift und zwar mit dem Glycyl-tryptophan-reagens. 
Sie fanden in roher Milch stets eine wirksame Peptidase, welche 
Glycyl-tryptophan spaltete. Beim Erhitzen der Milch auf 60 bis 
70° waihrend 15 Minuten wurde dieses Ferment unwirksam. 

Warfield?) untersuchte in gleicher Weise Frauenmilch und 
fand in ihr ebenfalls peptolytisches Ferment, welches durch. Er- 
hitzen der Milch auf 75—80° zerstért wurde. Ein einstiindiges 
Erhitzen der Milch im Thermostaten auf 60° zerstérte nicht die 
Fermentwirksamkeit. 

Koch?) untersuchte zunichst mit dem Glycyl-tryptophan- 
reagens Frauenmilch und fand in 14 Proben das Vorhandensein 
von peptolytischem Ferment. Das Aufkochen der Frauenmilch 
und das Erhitzen wihrend einer Stunde bei 62—65° zerstérte 
die Fermentwirksamkeit, wiihrend sie bei einstiindigem Erhitzen 
bei 50° erhalten blieb. Zu gleichen Versuchen mit Kuhmilch 
verwandte Koch eine vollstindig frische, ,,zertifizierte“*) Milch die 
im Winter 10000 und im Sommer 20000 Keime pro Kubikzentimeter 
enthalten sollte. Die Resultate waren verschieden. Selbst beim 
Auffangen der Milch wihrend des Melkens in sterilen Eprouvetten 





') Sitzungsber. Kgl. PreuBb. Akademie d. W., Berlin 1910. 
?) Journ. of med. research 25, 235 (1911/12). 
3) Ztschr. f. Kinderheilkunde 10, 1 (1914). 


*) Die Untersuchungen wurden in Chicago U.S. A. durchgefiibrt. 
13* 
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war kein peptolytisches Ferment in 5 Proben, in 2 Proben war 
die Wirksamkeit sehr schwach vorhanden und in 3 Proben lie3 
sich positiv eine Peptidase nachweisen. I iir das inkonstante 
Auftreten des Fermentes lagen nach Koch keine aiuBeren Er- 
klarungsgriinde vor. Die Nahrung muBte wohl ohne Bedeutung 
sein, da alle Tiere gleichviel von demselben Futter vor dem 
Versuch erhielten. Zusammengefa8t konnte Koch von 34 unter- 
suchten Kuhmilchproben nur in 10 positiv peptolytisches Ferment 
nachweisen. Der Autor vermutet, daB eventuell das verwandte 
Glycyl-tryptophan-reagens untauglich sei und stellte daher Ver- 
suche mit Wittepepton an. Es lieB sich aber keine Spaltung 
dieses Peptons nachweisen. 

Wohlgemuth und Strich (a.a.0O.) benutzten fiir ihre 
Nachweisversuche anscheinend gewoéhnliche Frischmilch des Handels. 
Da diese Milch meist sehr keimhaltig zu sein pflegt, konnte das 
gefundene peptolytische Ferment mit groBer Wahrscheinlichkeit 
aus den Bakterien und Keimen stammen. Um in dieser Rich- 
tung klar zu sehen, muBte man zur einwandfreien Untersuchung 
auf peptolytische Wirksamkeit eine Milch verwenden, die bak- 
terien- und keimfrei ist oder relativ sehr wenig Keime enthilt. 
In Dresden haben wir nun zwei rohe Vorzugsmilcharten im Handel, 
die unter auBergewohnlichen hygienischen Bedingungen gewonnen 
und zum Konsumenten gebracht werden, und deren Keimgehalt 
auf Grund vieler Bestimmungen!) sehr gering gefunden wurde. 
In diesen Vorzugsmilchproben haben wir mit Hilfe des Glycy!- 
tryptophanreagenzes versucht, peptolytische Fermente nachzu- 
weisen. Die Proben fielen in fast allen Fallen negativ aus. In 
wenigen Proben war nur die Aufspaltung des Peptides in sebr 
geringem Mafe erfolgt. Die widersprechenden Ergebnisse Kochs 
iiber den Peptidasengehalt einiger Proben der sog. .,zertifizierten‘ 
Milch lassen sich auch nur mit dem Keimgehalt dieser Milch- 
proben erkliren. Die Methode der Keimzahlbestimmung ist von 
Koch nicht angegeben. Vielleicht hat man den Grund fir den 
positiven Ausfall der Nachweisprobe auch in der nicht einwand- 
freien Beschaffenheit des Glycyl-tryptophans zu sehen, die der 
Autor selbst vermutet. Bei verschiedenen anderen Rohmilcharten 
des Handels, die auf gewoéhnliche Weise gewonnen waren und 
deren Keimgehalt erfahrungsgemiB stets recht hoch ist, konnte 


') Vel. u.a. A. Heiduschka, Festschrift fiir Geheimrat Prof. Dr. 
Schlossmann, Diisseldorf. 























Uber das Vorkommen von Peptidasen in der Milch. 189 


in der Mehrzahl der untersuchten Proben eine starke Aufspaltung 
des Dipeptides nachgewiesen werden. Das Vorhandensein eines 
peptolytischen Fermentes in solchen Milchproben diirfte wohl 
mit dem Keimgehalt in engem Zusammenhang stehen und das 
Ferment aus den Bakterien und Keimen herstammen. 

Bei pasteurisierten Vorzugsmilchproben war der Ausfall der 
Spaltungsreaktion sehr verschieden. Bei ordnungsmibiger Pasteu- 
risierung und einwandfreier Nachbehandlung der Milch sollte 
nach unserer Annahme keine peptolytische Wirksamkeit vor- 
handen sein. Wir fanden trotzdem in einigen Fillen Aufspaltung 
des Dipeptides. Wahrscheinlich war die Milchprobe nach der 
Pasteurisierung erneut infiziert worden. 

Beim Erhitzen der untersuchten Kuhmilch mit starkem 
Fermentgehalt auf 40—45° wiahrend einer halben Stunde war die 
peptolytische Fermentwirksamkeit erhalten geblieben — wihrend 
bei gleich langem Erhitzen auf 60—65° das Ferment zerstirt 
wurde. LaBt man peptidasenfreie Milch lingere Zeit stehen, so 
kann man mit zunehmendem Verderben der Milch auch Zunahme 
der peptolytischen Fermentwirksamkeit feststellen. 

Bei keiner der von uns untersuchten frischen frauenmilch- 
proben fanden wir peptolytische Fermentwirksamkeit — im Gegen- 
satz zu den Untersuchungen von Warfield und Koch. Uber 
die hygienischen Qualititen der untersuchten Milchproben machen 
die Autoren keine Angaben. Wir benutzten zu unseren Ver- 
suchen nur einwandfreie, steril gewonnene und aufgehobene Frauen- 
milch.!) Bei langerem Stehen dieser Milch konnte bei beginnender 
Niiuerung auch peptolytisches Ferment nachgewiesen werden. 

SchlieBlich konnten wir noch 3 Ziegenmilchproben untersuchen, 
die in sterile GefaiBe gemolken waren. Auch diese enthielten in 
trischem Zustande kein wirksames peptolytisches Ferment. Ks 
geht aus unseren Untersuchungen der drei Milcharten mit grober 
Wabhrscheinlichkeit hervor, daB in frischer, steriler Milch kein 
peptolytisches Ferment enthalten ist. rst durch Infektionen 
gelangt dieses Ferment mit den Bakterien und Keimen in die 


Milch. 
Experimenteller Teil. 


Zu den Nachweisversuchen des peptolytischen Fermentes wurde in 
tiblicher Weise die Spaltung von Glycyltryptophan und der Nachweis des 
freien Tryptophans durch die Rotfirbung mit Bromwasser verwandt. Das 





1) Die Milch wurde in der Dresdner Staatl. Frauenklinik (Prof. Dr. 
Warnekros) gewonnen. 
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Glycyltryptophanpriparat bezogen wir von der I. G. Farbenindustrie. Es 
wurde eine 0,1°/,ige Lésung des Priiparates in ausgekochtem Wasser be- 
reitet, die steril verschlossen aufbewahrt wurde. Vor dem Ansatz jeder 
gréBeren Versuchsreihe wurde das Priparat gepriift. Der Ansatz geschah 
unter Hinzufiigen von verdiinnter Natriumbicarbonatlésung zur Herstellung 
schwach alkalischer Reaktion. Die Priifung des Reagens geschah nach 
folgendem Schema. Die Proben wurden in sterilen GefiiBen angesetzt und 
steril verschlossen. 
Tabelle 1. 





1. Probe. 2. Probe. 3. Probe. 
1ecm 0,1°/,ige | 1 cem Reagens | 1 cem Reagens 
Glycyltrypto- + 2 cem +2ccm 1,6°/,ige 
phanlésung 1,6 °/,ige NaHCO, 
ye + 2ccm 
+ 4 ecm NaHCO, Pankreatin- 
Wasser + 2ecm H,O | aufschwemmung 
Brutsechrank bei 37°. . 18 Stunden 18 Stunden 18 Stunden 
Reaktion nach Zusatz 
von 1 ccm Bromwasser negativ negativ positiv 











Da die Milch tryptophanreiches Eiwei8 enthilt, besteht vielleicht die 
Moglichkeit, daB unter den angewandten Versuchsbedingungen aus dem 
MilcheiweiB freies Tryptophan entsteht. Um dieses nachzupriifen, wurden 
daher mehrere Milchproben wihrend verschiedener Zeiten im Brutschrank 
mit verdiinnter Natriumbicarbonatlésung angesetzt. Es war in keinem Fall 
freies Tryptophan nachzuweisen. Die einzelnen Milcharten wurden dann 
wie folgt zur Untersuchung angesetzt. 


a) Versuche mit Kuhmilch. 

Es wurden Versuche mit zwei Vorzugsmilcharten A und B, mit pasteu- 
risierter Milch und mit gewéhnlicher, unvorbehandelter frischer Milch (Bauern- 
milch) angestellt. Der Ansatz geschah wie folgt. Die gleichen Milchproben 
wurden stets zweimal angesetzt (vgl. Tab. 2). 


b) Versuche mit Frauenmilch. 


Der Ansatz der einzelnen Versuche geschah in der gleichen Weise wie 
in dem vorhergehenden Abschnitt beschrieben. Es wurden Milchproben von 
Frauen mit verschiedener Lactationszeit zu den Untersuchungen benutzt. 
Die Proben wurden ebenfalls stets zweimal angesetzt (vgl. Tab. 3). 


c) Versuche mit Ziegenmilch. 

In gleicher Weise wurden zum Schlu8 noch Versuche mit Ziegenmilch 
angesetzt. Die Milch war unter Beachtung steriler Verhiltnisse in sterile 
GefiBe gemolken worden. Leider konnten nur drei solcher Ziegenmilch- 
proben zu den Untersuchungen aufgetrieben werden. Tab. 4 zeigt die 
Versuchsergebnisse. 
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Tabelle 2. 
1 cem 0,1°/, Glycyltryptophanreagens 
plus 2 cem 1,6°/,ige Natriumbicarbonatlésung plus 2 ccm Milch. 

















Nr. Zustand Brut- Reaktion 
Milchart der der en! mit 1 ccm 
. ‘ich aufenthalt 
Probe Mile bei 37° Bromwasser 
Vorzugsmilch A 1 frisch 22 Stdn. negativ 
” A ‘ ” 22 
, A 1 gekocht 22 
se A] 2 - 22 “ 
. B 1 | frisch 20 ganz schwach posit. 
‘ B 2 20 negativ 
- B 3 ” 20 r 
“ B 4 ‘s 20 ” 
“ B 2 gekocht 20 ‘ 
- B 4 9 20 9 
we A 3 frisch 19 
i A 4 ‘ 19 
; A] 5 19 , 
‘ A 6 ; 19 ganz schwach posit. 
mn B 5 16 negativ 
i“ B 6 ; 16 
7 B 7 - 16 
. B 8 ‘ 16 
” B 9 ” 18 ” 
i B] 10 m 18 ganz schwach posit. 
mn B 11 18 negativ 
r» By} 12 ” 18 a 
. A 2 3 Tage alt, sauer 20 stark positiv 
‘ A 6 Pa Se i 17 positiv 
” A 2  “ » - 17 - 
i A 3 aa 17 
‘ Al 4 Pe ae 17 a 
4 A 5 ws 9 18 y: 
+ A 2 - ‘ 18 sehr stark positiv 
” A 3 6 , ” ” 16 ” ” ” 
: Al 61s sy 16 : % 7 
‘si A 7 ae ae 15 positiv 
- B 5 2 ow 17 negativ 
™ B 6 4 me 17 positiv 
vs B 1 2 a - 18 stark positiv 
” B 10 2, ” ” 18 ” ” 
m B § se ff ‘i 18 sehr stark positiv 
” B 8 6, ” ” 16 ” ” ” 
- B 12 D a ws - 16 stark positiv 
Bauernmilch 1 frisch 16 ‘i ‘ 
4 2 ‘ 15 sehr schwach posit. 
’ 3 “ 15 positiv 
4 yy 17 9 
’ 5 - 17 stark positiv 
) 6 - 17 sehr schwach posit. 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 

















Nr. Zustand Brut- Reaktion 
Milchart der der schrenk- mit 1 ecm 
aufenthalt 
Probe Milch he; 370 Brom wasser 
el 37 
Bauernmilch 7 frisch 18 Stdn. stark positiv 
8 ‘ 16 ‘ " 
9 my 16 “i . 
10 i 16 sehr stark positiv 
11 ‘ 16 - n a 
5 gekocht 15 negativ 
6 om 18 9 
7 18 
8 16 
9 . 16 99 
5 | 3 Tage alt, sauer 18 sehr stark positiv 
6 4 ”9 ” 16 ” 89 
(wieder gekocht) 
7 4 Tage alt, sauer 16 m . 
es we & 16 ” . * 
cae wm we « 16 " " : 
a Bae «%. « «© 18 . . - 
Pasteuris. Milch 1 frisch 20 sehr schwach posit. 
99 2 - 20 ” a9 9 
: 20 ¥ *% 
ns 4 20 i . 
5 17 negativ 
6 17 a 
7 18 i“ 
8 18 stark positiv 
9 16 positiv 
10 16 negativ 
il 15 positiv 
12 16 negativ 
ie 18 * 16 sehr schwach posit. 
1 gekocht 15 negativ 
2 ” 15 im 
3 18 
8 = 18 ” 
1 2 Tage alt, sauer 20 stark positiv 
1 ]4 .,, , 20 sehr stark positiv 
3 | 4 20 “ “ 
ek: 20 . ss 
3 7 20 ” ” m 
4 12 17 stark positiv 
9 |2 17 " ‘4 
8 42 17 sehr stark positiv 
4 17 18 ¥ a 
6 | 6 18 stark positiv 
10 | 3 18 ¥ 
12 3 18 ” 
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Tabelle 3. 


1 ecem 0,1°/, Glyeyltryptophanreagens plus 2cem 1,6°/, Natriumbicarbonat- 
lésung plus 2 ccm Frauenmilch. 








Tag nach Nr. Brutschrank- oe a 
der der | Zustand der Milch | aufenthalt 
Geburt Probe bei 37° Bromwasser 
2 Tage 1 frisch 18 Stdn. negativ 
4 ., 2 9 18 
w 3 “ 18 ‘ 
5 Monate 4 i‘ 18 sehr schwach positiv 
Unbekannt 5 . 18 negativ 
5 Tage 6 ‘ 16 
So 4 7 " 16 
, 8 16 
8 , 9 16 
7 Monate 10 _ 16 
: w 11 a 16 
4 Tage 12 + 19 
S w 13 “ 19 
SB 9 14 % 19 
8 Monate 15 a 19 
S # 16 9 19 
2 Tage 1 8 Tage alt 16 positiv 
4 ,, 2 8 Tage alt, sauer 16 stark positiv 
10 ,, ze. w « 16 a ° 
5 Monate 4 8 - 16 sehr stark positiv 
Unbekannt 5 18 ” 16 ‘ ° 
5 Tage alt 6 8 — 19 positiv 
5 7 8 — 19 .9 
5 ; 8 8 sauer 19 stark positiv 
8 ; 9 8 19 9 + 
7 Monate - 10 8 m 19 sehr stark positiv 
7 11 S x ‘ - 19 9 ‘a 
2 Tage 1 gekocht 19 negativ 
4 2 : 19 
5 6 ‘ 19 
) 7 “ 19 
4 12 m 19 
9) 13 ” 19 
§ 14 i 19 
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Tabelle 4. 


1ccm 0,1°/, Glycyltryptophanreagens plus 2ccm 1,6°/, Natriumbicarbonat- 


lésung plus 2 cem Ziegenmilch. 








Nr. 
der Probe 





Zustand der Milch 


frisch 


bb] 


gekocht 


ee 


Tage alt, sauer 


$9 





Brutschrank- 
aufenthalt 
bei 37° 


19 Stunden 
19 
19 
19 
19 
19 
22 
19 
22 
22 
19 





Reaktion mit 1 cem 


Bromwasser 


negativ 


7 
stark positiv 
sehr stark positiv 
stark positiv 


”? 9) 
sehr stark positiv 

















195 


Zur Krystallisation des Protoporphyrins. 
Von 
A. Hamsik. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Karls-Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Marz 1931.) 


Das nach allen Methoden dargestellte rohe Protoporphyrin 
enthalt verschieden groBe Menge verdorbenen Porphyrins, welches 
die Krystallisationsfihigkeit des Protoporphyrins stark beeintriichtigt 
und beeinfluBt. Zur Reinigung dienen mehrere Verfahren, nament- 
lich das Aufarbeiten tiber Ather—Salzsiiure, das Uberfihren in 
Natrium- oder Kaliumsalz und das Krystallisieren aus Pyridin. 

Durch Kombination der zwei letztgenannten Verfahren habe 
ich viele Rohprotoporphyrinpraparate, die nach verschiedenen 
Methoden dargestellt wurden, gereinigt und krystallisiert. Ich 
habe andere Darstellungsmethoden und zum Teil auch andere 
Krystallisationsverfahren angewendet als H. Fischer, A. Treibs 
und K. Zeile*), deren Mitteilung kiirzlich erschienen ist. 

Meine Resultate stimmen mit denjenigen der genannten 
Forscher iiberein, daB nimlich die in verschiedenen Krystallformen 
auftretenden Protoporphyrine identisch sind. Ich konnte durch 
entsprechende Wahl des Krystallisationsmediums ziemlich regel- 
maBig bestimmte Formen erzielen und die einen Formen in die 
anderen iiberfiihren; verschiedene Formen zusammen kamen aber 


auch vor. 
Zu den einzelnen Darstellungsmethoden?) méchte ich folgendes 


hinzufiigen: 
1. Darstellung mit Aceton, SnCl,, HCl. 

a) Ausgangsmaterial: Himatin. Wenn lipoidfreies «-Hiimatin 
verwendet wurde, enthielt das ausgefiallte und gewaschene Natrium- 
oder Kaliumsalz noch Sn, aber nur wenig Nebenprodukt, da dieses 
groBtenteils in der Mutterlauge gelist blieb. Wenn eine Probe 
des Protoporphyrinsalzes in Methylalkohol und einigen Tropfen 
methylalkoholischer Kalilauge unter Erwirmen gelist und das ab- 
gekiihlte Filtrat mit 1—2Tropfen Kisessig schwach sauer gemacht 


1) Diese Z. 193, 97 (1930). 
*) A. Hamsik, Diese Z. 180, 308 (1929). 











196 A. Hamsik, 


wurde, triibte sich die Fliissigkeit sehr bald. Die Triibung bestand, 
wenn die Lésung sehr verdiinnt war, aus Krystallen, die entweder 
einzeln oder zu zwei oder zu Biischeln gruppiert waren (Form « 
nach A. F. Richter’), A, nach Fischer, Treibs, Zeile). In 
gréBerem MaBstabe wurden aber gewohnlich nur kleine stern- 
formige oder sogar nur kugelige Gebilde erhalten. Das Porphyrin- 
salz wurde deshalb zuerst in freies Porphyrin (durch Lésen in 
Ameisensiure und Ausfallen der Lisung mit Natriumacetat oder 
durch Liésen in Wasser und Ansiuern mit Essigsiure) iiberfihrt 
und dieses aus Pyridin krystallisiert. Diese Krystalle bestanden 
in der Regel aus parallel ausléschenden Krystallen (8-Form nach 
Richter, B,, B,, B,, nach Fischer). Diese Krystalle wurden 
jetzt mit Methylalkohol und KOH erwirmt und das abgekihlte 
Filtrat wurde mit Kisessig tropfenweise sehr schwach sauer gemacht. 
Die fast sofort ausgeschiedenen Krystalle bestanden wieder aus 
den schief ausléschenden Formen (A, und A,). Die nach wenigen 
Stunden abfiltrierten, mit Wasser gewaschenen, getrockneten und 
pulverisierten Krystalle waren unléslich in Chloroform, léslich 
in Pyridin; aus dieser Liésung wurden nach Kinengen in der 
Regel wieder B,, B,, B,-Formen erhalten. 

Reines Protoporphyrin krystallisierte aus Pyridin-Petrolither 
in verschiedenartigen Formen zusammen (D, D,, D,, B, A). 

Unreine oder Altere Praparate (verschiedener Darstellungs- 
weise) wurden zuerst mit Kalilauge gereinigt. Sie wurden in 
Wasser mit einigen Tropfen Lauge geliést, das Filtrat wurde mit 
konzentrierter Lauge vermischt, auf dem Wasserbad erwirmt. Die 
gefirbte Fliissigkeit wurde abgegossen, das Salz wurde abfiltriert, 
mit etwa 3°/ iger Lauge gewaschen, dann tiber Ameisensdure 
oder iiber Wasser in freies Protoporphyrin iberfihrt. Dieses 
wurde in Pyridin gelést, das Filtrat wurde eingeengt und tropfen- 
weise mit Wasser versetzt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 
mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. Jetzt krystallisierte 
das Priparat aus Methylalkohol-KOH-Essigsaiure oder aus Pyridin 
in den friiher beschriebenen Formen. 

b) Ausgangsmaterial: Blut. Defibriniertes Ochsenblut wurde 
mit Aceton koaguliert, das Koagulum wurde koliert, mit Aceton 
abgespiilt und sehr scharf abgepreBt, damit es méglichst von 
Wasser befreit wurde, was fiir die glatte Porphyrinbildung ndotig 
ist. Das frische Blutpulver wurde dann mit Aceton-Oxalsiure 


1) Diese Z. 190, 28 (1930). 
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ausgezogen. 1 Liter Auszug wurde mit frisch bereiteter Lisung 
von 50 g SnCl, in 150 ccm konzentrierter Salzsiure portionsweise 
binnen etwa 5 Minuten unter Wasserkiiblung versetzt. Die violett- 
rote Fliissigkeit wurde nach etwa einer Stunde filtriert, das Filtrat 
wurde mit etwa 5fachem Volum etwa 6°/,iger Natronlauge ver- 
mischt. Das abgesetzte Salz wurde nach AbgieBen der gefirbten 
Flissigkeit abfiltriert und mit etwa 3°/, iger Lauge nachgewaschen. 
Das Salz muBte nun zuerst von Lipoidstoffen befreit werden. Es 
wurde getrocknet, pulverisiert, mit Petroliither extrahiert und mit 
Chloroform ausgekocht. Das lipoidfreie Porphyrinsalz gab jetzt, weiter 
wie dasjenige aus Hiimatin dargestellte behandelt, dieselben schief 
oder parallel ausléschenden Krystalle des freien Protoporphyrins. 


2. Darstellung mit Aceton, Eisenvitriol und Salzsaure.') 

Wenn Eisenvitriol anstatt Stannochlorid als Reduktionsmittel 
verwendet wurde, verlief die Porphyrinierung anscheinend glatt. 
Aus der rotvioletten Lisung wurde das Porphyrin mit Natrium- 
acetat ausgefallt. Es war aber stark verunreinigt und krystalli- 
sierte weder aus Methylalkohol-OH-Essigsiiure noch aus Pyridin. 
Ks wurde wiederholt mit Kalilauge und mit Pyridin gereinigt 
und erst dann wurden die beschriebenen Krystalle erhalten. 


3. Darstellung mit Hydrazinhydrat und Salzsaure. 

a) Ausgangsmaterial: a-Hiimatin oder «-Chlorhimin. 1 g 
lipoidfreies Material wurde in etwa 400 ccm Methanol mit einigen 
Tropfen methylalkoholischer Kalilauge gelést, die Losung wurde 
mit 10 ccm Hydrazinhydrat versetzt, mit 80 ccm konzentrierter 
Salzsiure unterschichtet und durchgeriihrt. Nach etwa einer 
halben Stunde wurde die Fliissigkeit mit 700 ccm etwa 20°/,iger 
Kallauge vermischt und auf dem Wasserbad erwiirmt. Der 
Niederschlag wurde nach Absitzen und AbgieBen der gefarbten 
Flissigkeit filtriert und mit 96°/,igem Athylalkohol gewaschen. 
Das Priiparat enthielt noch sehr viel Nebenprodukt. Erst nach 
wiederholter Reinigung mit Lauge und mit Pyridin wurden die 
beschriebenen Krystalle aus Methylalkohol-KOH-Kssigsiure oder 
aus Pyridin erhalten. 

b) Ausgangsmaterial: Blut. Defibriniertes Ochsenblut wurde 
mit Methylalkohol koaguliert, das mit Methylalkohol abgewaschene 
Koagulum wurde mdglichst scharf abgepreBt, das frische Blut- 
pulver wurde mit Methylalkohol-KOH ausgezogen. 1 Liter Aus- 


1) Vgl. Fischer, Treibs u. Zeile, Diese Z. 195, 15 (1931). 
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zug wurde mit 20 ccm Hydrazinhydrat versetzt, mit 200 ccm 
konzentrierter Salzsiiure unterschichtet und durchgeriihrt. Nach 
etwa einer */, Stunde wurde die Fliissigkeit mit 1 Liter etwa 
20°/,iger Kalilauge vermischt und auf dem Wasserbad erwiarmt. 
Das nach AbgieBen der gefirbten Fliissigkeit abfiltrierte Porphyrin- 
salz wurde mit 96°/, igem Athylalkohol entwiissert und mit Ather 
extrahiert. Das von den Lipoiden befreite Priiparat enthielt noch 
sehr viel Nebenprodukt, von dem es mit Kalilauge und dann mit 
Pyridin gereinigt wurde. Erst dann krystallisierte das Proto- 
porphyrin aus Methylalkohol-KOH-Essigsiiure und aus Pyridin 
in den schon beschriebenen Krystallen. 


4. Darstellung aus dem durch Faulnis reduzierten oder mit 
Leuchtgas gesattigten Blut. 

Das durch Faulnis reduzierte oder mit Leuchtgas gesittigte 
defibrinierte Ochsenblut wurde mit konzentrierter Salzsiiure unter- 
schichtet und durchgeriihrt. Dann wurde es mit Alkohol oder 
mit Aceton koaguliert, extrahiert und abgepreBt. Der Auszug 
wurde mit Lauge stark alkalisiert. Der Niederschlag wurde nach 
Absitzen und AbgieBen der gefiirbten Fliissigkeit filtriert, mit 
96°/,igem Alkohol entwiissert und mit Ather extrahiert. Das 
Priiparat enthielt noch viel Nebenprodukt. Es krystallisierte erst 
nach wiederholter Reinigung mit Kalilauge und mit Pyridin aus 
Methylalkohol-KOH-Kssigsiure und aus Pyridin in den schon 
beschriebenen Krystallen. 


5. Darstellung mit Ameisensaure und Eisenpulver. 


Pulverisiertes, lipoidfreies ¢«-Himatin wurde mit fast 100°/,iger 
Ameisensiiure und Kisenpulver etwa 6 Stunden in der Kalte be- 
handelt. Der aus dem Filtrat mit Natriumacetat ausgefillte, ab- 
filtrierte und ausgewaschene Farbstoff krystallisierte aus Methyl- 
alkohol-KOH-KEssigsiiure in den beschriebenen Formen, nachdem 
es von dem Nebenprodukt, das aber in verhiltnismiBig kleiner 
Menge zugegen war, durch Uberfiihren in Kaliumsalz gereinigt wurde. 


Zusammenfassung. 


Das nach verschiedenen Methoden aus Himatin, Chlorhimin 
und direkt aus Blut dargestellte rohe Protoporphyrin wurde tber 
Natrium- oder Kaliumsalz und mit Pyridin gereinigt. Das ge- 
reinigte Protoporphyrin konnte durch entsprechende Wahl des 
Krystallisationsverfahrens in verschiedenen Krystallformen erhalten 
und die einen Formen konnten in die anderen iiberfiihrt werden. 
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Uber das Carotinoid des Spindelbaumes (Evonymus europaeus). 
II. Mitteilung. 
Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universi: iit Pécs, Ungarn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27, Februar 1/31.) 


Kiirzlich wurde gezeigt!), daB in den Samenhiillen des Spindel- 
baumes ein Carotinoid vorkommt, das sich nach alkalischer Be- 
handlung der Rohausziige krystallisiert abscheiden lieB und iden- 
tisch ist mit dem Xanthophyll-Isomeren Zeaxanthin C,,H,,0, ?). 
Eine Untersuchung dariiber, ob das Gewebe diesen Farbstoff in 
freiem oder in verestertem Zustand enthilt, haben wir angekiindigt 
und seither durchgefiihrt. 

Es hat sich gezeigt, daB auch dann, wenn auf die Verseifung 
der Fettstoffe verzichtet und ein chemischer Kingriff vermieden 
wird, unverestertes Zeaxanthin herauskommt. Unter passenden 
Bedingungen gelingt es, etwa 60—65°/, der im Extrakt kolori- 
metrisch ermittelten Farbstoffmenge in krystallisierter Form so 
abzuscheiden. Beriicksichtigt man die unvermeidlichen Verluste, 
so kann gesagt werden, daB mindestens */, des Zeaxanthins 
frei in der Fruchthaut vorliegt. Das Pigment des Evonymus 
gehért also einem anderen Typ an, als das der Judenkirsche 
(Physalis Alkekengi und Ph. Franchetti), oder der Bocksdorn- 
beere (Lycium halimifolium), die bekanntlich ein Dipalmitat ‘des 
Polyens enthalten °). 

Das letzte Viertel des nach Abscheidung des Zeaxanthins in 
der Mutterlauge verbliebenen, von sehr viel Lipoid begleiteten 
Farbstoffgehaltes konnten wir bis jetzt nicht abscheiden, Auch 
bei einer Entmischung (Schiitteln der petrolitherischen Lésung 
mit 85°/, Methylalkohol) wird der Liésung nichts Farbiges ent- 
zogen. Wird aber krystallisiertes Zeaxanthin in der fettreichen, 
gelbroten Fliissigkeit gelést, so wandert diese zugesetzte Farbstoff- 
menge, aber nicht mehr, bei der Entmischungsprobe in die Unter- 
schicht. Danach kénnte ein kleinerer Teil des Zeaxanthins che- 
misch gebunden in der Fruchthaut enthalten sein. 


') L. Zechmeister u. K. Szilard, Diese Z. 190, 67 (1930), 

?) P. Karrer, H. Salomon u. H. Wehrli, Helvet. chim. acta 12, 790 
(1929); vgl. auch 13, 268 (1930). 

8) R. Kuhn, A. Winterstein u. W. Kaufmann, Ber. chem. Ges. 
63, 1489 (1930). — L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, Diese Z. 189, 159 
(1930); Liebigs Ann. 481, 42 (1930). 
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Versuche. 


Isolierung von Zeaxanthin, ohne Verseifung der 
Lipoide. Das Ausgangsmaterial wurde, wie beschrieben, vor- 
bereitet. 1 kg Samen enthielten 0,66 g Farbstoff (kolorimetrisch 
bestimmt, das Gesamtpigment als Zeaxanthin gerechnet). Die 
Arillen wogen 156 g (aus 1 kg), der Zeaxanthingehalt des ithe- 
rischen Perkolates davon betrug 0,45 g. Beim Abschaben der 
Samen blieb etwas Farbstoff zuriick. 

Kin iitherischer Extrakt der, aus 2 kg Samen stammenden 
Hiute (2 Liter, 0,89 g Zeaxanthin enthaltend) wurde im Vakuum 
auf 3/, Vol. eingeengt und begann bald sich zu triiben, dann 
Krystalle abzuscheiden. Nach 3-tagigem Aufbewahren bei 0° 
haben sich die zu Sternen gruppierten roten Nadeln abgesetzt 
und bildeten eine '/, cm dicke, schlammige Schicht, von der die 
iiberstehende dicke Fliissigkeit abgegossen und durch ebensoviel 
frischen Ather ersetzt wurde. Die Fettstoffe waren griBtenteils 
entfernt, so daf sich nun das Zeaxanthin absaugen lieB. 

Wir haben es auf der Nutsche mit eiskaltem Ather, dann mit 
Petroliither gewaschen, bis der letztere farblos abtropfte. Die 
Mutterlauge (inkl. Waschfliissigkeiten 500 ccm) schied beim Stehen 
im Kisschrank eine weitere kleine Fraktion ab. Ausbeute 0,54 g 
= 61°/, der berechneten (0,89 g). Der Zeaxanthingehalt der Mutter- 
lauge, die spiiter noch ein wenig Farbstoff absetzte, betrug 0,31 g. 

Identifizierung. Das Rohprodukt war recht rein und 
mikroskopisch einheitlich. Den Schmelzpunkt fanden wir nach 
l-maliger Umfallung aus Chloroform—Petrolither, wobei sich die 
Substanzmenge kaum verringerte, merklich hoéher als in der 
I. Mitteilung angegeben, niimlich bei 205—6° (unkorr., abgekiirztes 
Thermometer). Bei der weiteren Reinigung blieb er konstant. 


Zur Analyse krystallisierten wir das Priparat 1mal aus Holzgeist, 
2 mal aus 96°/, Athylalkohol um und trockneten es im CO,-Vakuumexsiccator, 


iiber P,O,. 
0,1323 g Substanz gaben 0,4087 g CO,, 0,1193 g H,O. 
C,H,0, Ber. 84,44°/, C 9,939), H 
Gef. 84,25 10,09 


Molekulargewichtsbestimmung nach K. Rast: 
4,3 mg Substanz gaben in 53,5 mg Kampfer (k = 40): d = 6,0”. 
C,,H;.0, Ber. M 568. Gef. M 536. 
Spektrum in Schwefelkohlenstoff (5 mg in 1 Liter): 
Schichtdicke 10 mm: I. 523—506. Il. 491—473 wu. 


Drehung in Chloroform: 
[a]? = — (100 x 0,18):(2 x 0,203) = — 44°. 
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